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cia n6 nay. Cu thé, khang thé don dong khang CD100 di dugc phat trién dé trung hoa

CD100.



23676

Linh vue ky thuit dwge dé cap

Séang ché dé cap dén dé cap dén dugc phim va phuong phép diéu tri bénh lién
quan dén CD100, bao gdm mdt s bénh ty mién, bénh viém, va ung thu. Cu thé, sang

ché d& cap dén khang thé don dong khang CD100 c6 hoat tinh trung hdoa CD100.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

CD100, con duge goi la semaphorin 4D (SEMA4D), 13 mét protein chuyén
mang (chdng han, SEQ ID NO: 1 (ngudi); SEQ ID NO: 2 (chuét)) thudc ho gen
semaphorin. CD100 duoc biéu hién trén bé& mat t& bao & dang homodime, nhung sau
qué trinh hoat hoa t& bao CD100 c6 thé dwoc giai phong tir bé mat té bao thong qua
qué trinh c4t thiy phén proteoin dé tao ra CD100 hoat dong, dang hoa tan cua protein.
Tham khao Suzuki et al., Nature Rev. Immunol. 3:159-167 (2003); Kukutani et al.,
Nature Immunol. 9:17-23 (2008).

CD100 14n déu tién duge x4c dinh bang cch tao ra hai khang thé don dong cua
chudt, BD16 va BB18, khang lai dong té bao T cua ngudi dugce hoat hda (Herold et al.,
Int. Immunol. 7:1-8 (1994)). CD100 1a vi du dau tién vé& semaphorin dugc biéu hién
trong hé mién dich. CD100 dugc biéu hién nhiéu trén bé mit cua t& bao T nghi, va
biéu hién yéu trén t& bao B nghi, té bao don nhan, va té bao trinh dién khang nguyén
chuyén biét, nhu té bao tua (DC). Qua trinh hoat héa t& bao c6 thé diéu hoa ting qua
trinh biéu hién trén bé mit cia CD100 trén t& bao B va DC, cling nhu qua trinh tao
CD100. CD100 dugc cho 1a c6 chitc nang nhu mdt thu thé, truyén tin hi€u thong qua
ving nam trong t€ bao chét cta nd, va nhu mot phéi tir (Hall et al., PNAS 93:11780-
11785 (1996)). Mot trong sé cac thu thé dugc xac dinh dbi véi CD100 14 Plexin-B1.
Plexin-B1 duoc biéu hién trong m6 khong bach huyét va 1a mot thu thé &i luc cao
(1nM) d6i v6i CD100 (Tamagnone et al., Cell 99:71-80 (1999)).
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CD100 12 mét chat trung gian quan trong trong qué trinh hoat héa té bao T va

'B. M&u chudt c6 dot bién kiéu gen lin CD100 (CD100-/-) c6 dép Ging khang thé véi

khang nguyén phu thudc té bao T bi gidm va kha ning kich hoat t& bao T bj giam. Ca

hai chitc ning nay déu dugc khoi phuc sau khi st dung CD100 (Shi et al., Immunity
13:633-642 (2000)).

Ngodi tdc dung dd duge chimg minh ciia CD100 18n t& bao mién dich, CD100
- cling déng vai trd truc tiép trong qu4 trinh khir myelin héa va qua trinh thoai hoa axon
thdy & bénh viém than kinh. Co ché bénh sinh ciia bénh khir myelin hoa do viém, nhu
'MS, bao gbm ca giai doan viém lién quan dén t& bao mién dich ciing nhu cac giai doan
khtr myelin héa va thoai héa than kinh. CD100 dugc bidu hién trong té bao than kinh

dém it gai clia hé than kinh trung wong (CNS) va 1a mot chét e ché qud trinh tai tao
" axon. Qua trinh biéu hién CD100 duge didu hoa ting & t& bao than kinh dém it gai &
hgoai bién ctia ton thuong tiy sbng (Moreau-Fauvarque et al., J. Neuroscience
23:9229-9239 (2003)). Nuéi cdy té bao T dugc hoat hoa 1du dai biéu hién CD100 cing

v6i tién té bao thin kinh da tiém ning hoic t€ bao thn kinh dém it gai nguyén phat tir
| ndo chudt da kich thich qua trinh chét theo chwong trinh va thiic day su suy gidm qua
trinh qua trinh kéo dai (Giraudon et al., J. Immunol. 172:1246-1255 (2004); Giraudon
et al., NeuroMolecular Med. 7:207-216 (2005)). CD100 di kich thich qua trinh chét
theo chuong trinh cia tién t€ bao than kinh c6 thé bi wc ché bsi khang thé khang
CD100 BD16.

- Chudt dot bién c6 kiéu gen 1an CD100 c6 tinh khang v6i qua trinh phat trién
bénh viém ndo tiy do di tmg thir nghiém (experimental allergic encephalomyelitis -
EAE), day 1a miu bénh trén chudt dbi véi bénh xo cimg rai rdc (MS) & nguoi

(Kumanogoh et al., J. Immulol. 169:1175-1181 (2002)).

Mot s6 nghién ctru d4 chimg minh ring CD100 gy ra su suy giam dinh sinh
truéng trong noron, va, trong viéc ing ho su lién quan vé mit chirc ning ciia CD100
trong qué trinh viém théan kinh, d3 dwoc bao cdo ring ¢ su gia ting ndng d6 CD100
trong dich ndo tiy (CSF) cla bénh nhén liét co cing hai chi duéi & ving nhiét
d6i/bénh tity séng di kém véi HTLV-1 (HAM/TSP). Do d6, c6 tic dung cé hai truc
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tiép cia CD100 lén tinh toan ven ciia t& bao than kinh dém it gai va tién té bao thin
kinh va CD100 c6 thé c6 vai trd bénh sinh trong qua trinh khtr myelin héa. Vi day la
mdt chét trung gian quan trong cua ca dap rng viém va qua trinh khir myelin héa tryc
tiép, can ¢6 cac phan tr trung hoa CD100, chdng han, khang thé khang CD100, dé

diéu tri bénh viém va bénh khir myelin hoéa.

CD100 cfing 12 mdt phan tir tién tao mach tiém ning. Qua trinh hoat héa Plexin-

B1 thong qua lién két véi CD100 chuyén hoat héa c-Met va kich thich kha ndng xam
nhip ciia té bao ung thu va kich thich qua trinh tao mach ca in vitro va in vivo. Phan
tich héa m6 min dich CD100 trong mét tap hop cac loai khdi u 16n cho thdy qué trinh
“biéu hién qua mirc cia CD100 1a mot hién tugng rit thuong xuyén trong ung thu vung

dau va co, tuyen tién liét, dai trang, v, va phdi .

Tin hi¢u CD100/Plexin B1 ciing dugc chi ra la ¢6 kha ning kich thich qua trinh

di cu ciia t€ bao noi bi va kich thich qua trinh di cu cia té bao ung thu (Conrotto et al.,

~ Blood 105:4321-4329 (2005); Giordano et al., Nature Cell Biology 4:720-724 (2002)).

, | Qua trinh di cu cta t& bao nodi bi dugce kich thich bdi CD100 dugc ngan ngira badi
| khéng thé chin CD100 va qua trinh bit hoat CD100. B4t hoat qué trinh biéu hién
CDIOO trong té bio cacxinom biéu mo vay viing d4u va c¢b squamous (HNSCC) bang
ARN kep téc ngin CD100 (shARN) truée khi ghép vao chudt da gay ra sy giam nhanh
chéng mach mau khéi u va su sinh truéng cia khdi u (Basile ef al., PNAS 103:9017-
9022 (2006)). Cac bao céo méi day da chi ra mbi twong quan chit ché gifta qua trinh
thim nhiém gy viém ciia chét nén khéi u va muc dd mach cao. CD100 dugc tao ra
bdi t& bao viém c6 trong vi moi truomg cia khéi u. Trong moi truong khéng cd
CD100, kha ning cta té bao ung thu va tao thanh khbi u va di can bi anh hudéng mot
cach nghiém trong, va ngudn CD100 14 céc dai thyc bao di kém véi khéi u (Sierra et
al., JEM 205:1673-1685 (2008)). Do d6, cin phai c6 cic phan tir trung hoa CD100,
chdng han, khang thé khéng CD100, dé diéu tri ung thu do CD100 gdy ra.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché d& cap dén khang thé trung hoa CD100, chdng han, khang thé don
dong dugc 1am cho c6 tinh chit gidng ngudi, phuong phép st dung khang thé, va
phuong phap diéu trj tinh trang va bénh lién quan dén té bao biéu hién CD100.

Sang ché @ cap dén dugc phdm va phuong phép diéu tri bénh lién quan dén
CD100, bao gf‘)m mot sb loai bénh ty mién, bénh viém, ung thu va tao mach xam nhép.
Cu thé, khing thé don dong khang CD100 d& dwoc phat tridn dé trung hoa CD100.
MAD 67 cua chudt da ching minh kha nang chan hoat tinh CD100 in vitro, va, giam
mirc do nghi€ém trong cida triéu chimg 14m sang cla viém ndo tiy di ing thir nghiém
(EAE), viém khép do collagen (CIA), va ung thu ¢ chudt. MAb 2503 13 phién béan
duoc 1am cho c6 tinh chit gibng ngudi cia MAb 67 da chirng minh i lyc dugc gia

tang v6i CD100 ctia ngudi va chudt va hoat tinh chin CD100 nhu MAb 67.

‘Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén phan tir lién két duoc phan lap lién
két ddc hiéu véi epitop CD100 twong tu nhu khang thé don dong dbi chimg duge chon
tir nhém bao gbém 2503, 67, hoic 76.

Theo mdt phuong 4n khac, sing ché dé cap dén phan tir lién két duoc phén lap
lién két ddc hidu véi CD100, trong d6 phan tir lién két e ché canh tranh v6i khéng thé
don dong d6i chimg duoc chon tir nhém bao gbdm 2503, 67, hoic 76 trong qué trinh
lién két dac higu véi CD100. |

Theo mot phuong 4n khic, séng ché dé cap dén khang thé phan lap hodc manh
lién két khang nguyén ciia n6 lién két dic hiéu véi CD100, trong d6 khéng thé hodc

manh ciia n6 13 khang thé don dong 2503, 67, hodc 76.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé phan 14p hodc manh lién két khang nguyén
ctia né theo sang ché sé& lién két dic hiéu véi CD100, bao gdm ving bién ddi chudi
ngng (VH) c6 trinh ty axit amin c6 d6 twong ddng it nhit 13 90% so véi SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 10, hodc SEQ ID NO: 25. Theo mét khia canh khac cta sing ché, VH

cua khang thé hodc ménh ctia n6 bao gom trinh tu axit amin twong dong véi, ngoai trir
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20 hoic it hon thay thé axit amin béo toan, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, hoac SEQ
ID NO: 25. Theo mot khia canh khac ciia sang ché, VH cia khang thé hodc méanh cua
n6 bao gdm trinh tw axit amin SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, hoic SEQ ID NO: 25.

Theo mét s6 phuong an, khang thé phan 14p hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 theo sang ché s& lién két dic hidu véi CD100, bao gbém ving bién dbi chudi
najng (VL) c6 trinh tu axit amin c6 d§ tuwong dong it nhit 13 90% so v6i SEQ ID NO:
17, SEQ ID NO: 18, hodc SEQ ID NO: 29. Theo mdt khia canh khac ctia sang ché, VL
cﬁa khéng thé hodc manh ciia n6 bao gdm trinh ty axit amin trong ddng véi, ngoai trix
20 hogc it hon thay thé axit amin béo toan, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, hoic
SEQ ID NO: 29. Theo mot khia canh khéc cta sang ché, VL ciia khang thé hodc manh
cia no bao gém trinh ty axit amin SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, hodc SEQ ID

NO: 29.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén khang thé phén 18p hodc manh
lién két khang nguyén cia né lién két dic hidu véi CD100, trong d6 VH cta khéng thé
~ hodc manh cua né bao gdm it nhat mdt trong s§ cac CDR sau ddy: ving quyét dinh bd
thé chudi niang theo Chothia-Kabat-1 (VH-CDR1) c6 trinh tu axit amin ngoai trir hai
hodc it hon hai thay thé axit amin béo toan, turong ddng v6i SEQ ID NO: 6, viing quyét
dinh bd thé chudi ning theo Kabat-2 (VH-CDR?2) ¢6 trinh tur axit amin ngoai trir bén
hoic it hon bén thay thé axit amin bao toan, turong ddng véi SEQ ID NO: 7, hodc ving
quyét dinh bd thé chudi niing theo Kabat-3 (VH-CDR3) ¢4 trinh ty axit amin, ngoai trir
hai hoic it hon hai thay thé axit amin bao toan, trong dong véi SEQ ID NO: 8.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé cép dén khang thé phén l4p hodc méanh
lién két khang nguyén cia né lién két dac hiéu véi CD100, trong d6 VL ctia khang thé
hozic manh ctia n6 bao gdm it nhit mot trong s& cac CDR sau day: ving quyét dinh bd
thé chudi nhe theo Kabat-1 (VL-CDR1) ¢6 trinh tir axit amin ngoai trir bén hoic it hon
bbn thay thé axit amin bao toan, turong ddng véi SEQ ID NO: 14, ving quyét dinh bd
thé chubi nhe theo Kabat-2 (VL-CDR?2) c6 trinh tu axit amin ngoai trir hai hodc it hon
hai thay thé axit amin béo toan, turong d6ng v4i SEQ ID NO: 15, hodc ving quyét dinh
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bd thé chudi nhe theo Kabat-3 (VL-CDR3) c6 trinh tyr axit amin ngoai trir hai hodc it
hon hai thay thé axit amin bao toan, trong dong v6i SEQ ID NO: 16.

Theo mét khia canh khic, VH ctia khang thé hodc manh cia né theo sang ché
bao gdm VH-CDR1, VH-CDR2, va VH-CDR3 ¢6 trinh ti axit amin bao gdm 1dm Lrot
SEQ ID NO: 6, 7, va 8§, trir bdn hoic it hon 4 thay thé axit amin bao toan & mot hodc
nhiéu VH-CDR. Theo mét khia canh khac, VH-CDR1, VH-CDR2, va VH-CDR3 ¢6
~ trinh tr axit amin l4n luot 13 SEQ ID NO: 6, 7, va 8.

Theo mot khia canh khéc, VL cta khang thé hodc manh cia né theo séng ché
- bao gém VL-CDRI1, VL-CDR2, va VL-CDR3 trinh ty axit amin bao gém lan luot
SEQ ID NO: 14, 15, va 16, trir bbn hodc it hon 4 thay thé axit amin bo todn & mot
hodc nhiéu VL-CDR. Theo mét khia canh khac, VL-CDRI1, VL-CDR2, va VL-CDR3
c6 trinh tu axit amin 14n lugt 13 SEQID NO: 14, 15, va 16.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé cép dén khang thé phan 14p hodc manh
lién két khang nguyén ciia n6 lién két dic hiéu v6i CD100, trong d6 VH ciia khang thé
hoic manh ciia né bao gbm it nhit mot trong sb cac CDR sau day: ving quyét dinh bd
thé chudi ndng theo Kabat-1 (VH-CDR1) c6 trinh ty axit amin ngoai trir hai hodc it
hon hai thay thé axit amin béo toan, trong ddng véi SEQ ID NO: 26, ving quyét dinh
b6 thé chudi ning theo Kabat-2 (VH-CDR2) ¢4 trinh ty axit amin ngoai trir bén hoic it
hon bén thay thé axit amin béo toan, trong ddng véi SEQ ID NO: 27, hoic ving quyét
dinh bd thé chudi ning theo Kabat-3 (VH-CDR3) c¢ trinh tu axit amin ngoai trir hai
hoic it hon hai thay thé axit amin bao toan, trong ddng véi SEQ ID NO: 28.

_ Theo mét phuong 4n khac, sing ché dé cap dén khang thé phén 14p hodc manh
lién két khéng nguyén ctia n6 lién két dac hiéu véi CD100, trong d6 VL ctia khang thé
hoic manh ctia né bao gdmit nhat mét trong sb cac CDR sau day: ving quyét dinh bd
thé chudi nhe theo Kabat-1 (VL-CDR1) ¢6 trinh tyr axit amin ngoai trir bdn hoic it hon
bbn thay thé axit amin bao toan, trong dong véi SEQ ID NO: 30, ving quyét dinh bd
thé chudi nhe theo Kabat-2 (VL-CDR?2) ¢ trinh tyr axit amin ngoai trir hai hoac it hon
hai thay thé axit amin bao toan, twong ddng vai SEQ ID NO: 31, hodc ving quyét dinh
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bd thé chudi nhe theo Kabat-3 (VL-CDRB) c6 trinh tu axit amin ngoai trir hai hodc it
hon hai thay thé axit amin bao toan, twong ddng véi SEQ ID NO: 32.

- Theo mot khia canh khac, VH cia khang thé hodc manh cua né theo séng ché
bao g‘ém VH-CDR1, VH-CDR2, va VH-CDR3 ¢4 trinh tu axit amin bao gém 1an lugt
SEQ ID NO: 26, 27, va 28, trir bdn hoic it hon 4 thay thé axit amin b&o toan & mot
hogc nhiéu VH-CDR. Theo m6t khia canh khac, VH-CDR1, VH-CDR2, va VH-CDR3
c6 trinh tu axit amin 1an luot 13 SEQ ID NO: 26, 27, va 28.

Theo mot khia canh khac, VL cta khang thé hosic manh cia né theo séng ché
‘bao gdm VL-CDR1, VL-CDR2, va VL-CDR3 c6 trinh t axit amin bao gdm l4n lugt
SEQ ID NO: 30, 31, va 32, trir bén hoic it hon 4 thay thé axit amin bao toan & mot
“hogc nhidu VL-CDR. Theo mét khia canh khac, VL-CDR1, VL-CDR2, va VL-CDR3
trinh tr axit amin 14n luot 1a SEQ ID NO: 30, 31, va 32.

Theo mdt khia canh khac, khang thé hodc méanh cia nd theo sang ché s& lién két
v6i1 CD100 cda nguoi va chudt. Theo mot khia canh khac, khang thé hodc manh cta né
theo sang ché lién két ddc hiéu véi polypeptit CD100 hodc manh cia nd, hodc bién thé
~ polypeptit CD100 véi i luc dic trung béi hing sé phan ly (Kp) khong 16n hon 5 x 10-
2M, 10-2M, 5 x 10-3M, 10-3M, 5 x 10-4M, 10-4M, 5 x 10-5M, 10-5M, 5 x 10-6M,
10-6M, 5 x 10-7M, 10-7M, 5 x 10-8M, 10-8M, 5 x 10-9M, 10-9M, 5 x 10-10M, 10-
10M, 5 x 10-11M, 10-11M, 5 x 10-12M, 5,7 x 10-12M, 8,4 x 10-12M, 10-12M, 5 x
10-13M, 10-13M, 5 x 10-14M, 10-14M, 5 x 10-15M, hozc 10-15M. Theo mét s6 khia
canh, polypeptit CD100 hodc manh ciia nd, hoic bién thé polypeptit CD100 1a cuta
- nguoi hodc chudt. Theo mot sb khia canh khac, polypeptit CD100 hodc manh cta nd,

hozc bién thé polypeptit CD100 14 cua ngudi va Kp khoang 5 x 109 M dén khoang 6
x 10-9 M. Theo mot phuong an khéc nira, polypeptit CD100 hodc méanh cia no, hoic
bién thé polypeptit CD100 13 ctia chudt va Kp 12 khoang 1 x 10-9M dén khoang 2 x
109M.
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Theo mot khia canh khéc, khang thé hodc manh cda né theo sang ché dugc 1am

cho c6 tinh chét gidng ngudi, duge linh truéng hda hodc kham.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé cap dén duge phim bao gbm khang thé

hodc ménh ctia n6 theo sang ché, va chat mang.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé cdp dén polynucleotit dugc phan 1ap
bao gdm axit nucleic mi héa polypeptit VH hoic VL khang thé theo séng ché. Theo
mot khia canh khéc, polynucleotit theo sang ché chira hozic bao gdm axit nucleic ma
héa khang thé hodc manh cia né theo sang ché. Theo mot phuong 4n khac nita, séng
ché @ cap dén vecto bao gbm polynucleotit theo sang ché. Theo mot khia canh khac,
sang ché @& cap dén té bao cha bao gdm vecto theo sang ché. Theo mot khia canh

khac, sang ché d& cap dén phuong phép san xuat khang thé theo sang ché.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén phuong phép diéu tri bénh tu
- mién hodc bénh viém & dong vat can diéu tri, bao gém cho dong véat st dung duogc
phdm bao gdm: khang thé phéan 14p hodc méanh cia né theo sang ché va chit mang
dugc dung. Theo cac phuong 4n khéc, bénh tu mién hodc bénh viém 14 xo ctng rai réc

hodc viém khdp.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé cap dén phuong phép diu tri bénh ung
thu & dong vat can diéu tri, bao gdm cho dong vat st dung dugc pham bao gbm: khéng

thé phén 14p hodc manh cta né theo sang ché va chit mang dugc dung.

Theo mot phuong an khic, sang ché dé cap dén phuong phép e ché qua trinh
tao mach & dong vat can diéu tri ung thu, bao gf‘)m viéc cho dfng vét st dung duoc
phim bao gdm: khang thé phan 14p hodc manh ciia né theo sang ché va chit mang

dugc dung.

Theo mot khia canh khéc, khang thé hoic méanh cia né theo sang ché e ché
qua trinh lién két ctia CD100 véi thy thé CD100. Theo mot khia canh khéc cia séng
ché, thu thé CD100 14 Plexin-B1.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 12 gian d0 ctia thir nghiém chin CD100. CD100-His chi 14 ra 1a lién két
v6i Plexin B1 trén bé mat t& bio cua dong té bao 6n dinh biéu hién Plexin Bl
(293/Plexin). CD100-His lién két véi Plexin B1 dugc phét hién bang cach str dung
khang thé don dong dic hién khang His tag lién hop véi véi biotin d3 va streptavidin-
 APC. MAb khang CD100 c6 khé ning chin qué trinh lién két ciia c6 kha ning chin
qua trinh lién két cia CD100-His v6i Plexin B1 tao ra mic do huynh quanh thip hon

di kém vé&i té bao 293/Plexin do bing phwong phap do dong chay té bao.

Fig. 2 thé hién két qua cia phuong phap do dong chay té bao dbi véi khang thé
khang —His cta tho + streptavidin-APC (Rb khang his +sAPC), CD100 cta chudt
(muCD100 riéng biét), CD100 cua chudt + 0,625ug/ml MAb (isotyp MAb 67, MAb
76, va mIgQG), va CD100 cta chudt + 0,156pug/ml MAD (isotyp MAb 67, MAb 76, va
mlgG) dugc thir nghiém trong thir nghiém chin CD100 duge thé hién trén Fig. 1.
Khéng thé don dong 67 va 76 chin qua trinh lién két cia CD100 ciia chudt véi thy thé
Plexin B1.

Fig. 3 thé hién khang thé don dong 67 va 76 chin qua trinh tach ra khoi dia
dugc phu fibronectin cia té bao B 293/Plexin duoc kich thich béi CD100 cia chudt,
dugc thé hién bang sy gia ting d6 hip thu dbi voi ca hai MAs 67 (67-2) va 76 (76-1)

so voi isotyp doi ching.

Fig. 4 thé hién qué trinh didu tri bing MAb khang CD100 76 (1X/tudn hoic
2X/tuan) hoic MAb 67 (1X/tuin hogc 2X/tudn) 30mg/kg 1am gidm tinh trang EAE
thoai lui-tré ning & chudt SIL so véi diéu tri béng IgG dbi chimg ctia chudt duoc thé
hién bang su giam diém sé 14m sang (4A). Két qua con duge chimg minh bing cach so
sanh mirc d§ giam theo ty 1& phin trim theo diém sd trinh binh nhém (Group Mean
Score - GMS) dbi véi timg liéu trinh diéu tri bang MAD tir ngay 21 dén khi két thtic
nghién ctru (4B).

Fig. 5. Thé hién qua trinh diéu tri bing MAb khang CD100 76 (1X/tudn) hoic
MAD 67 (1X/tudn) 30 mg/kg 1am giam trinh ty EAE thoai lui-tré ndng & chudt SJL so
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v6i didu tri bang IgG ddi chimg cta chudt duoc thé hién bing su giam diém sb 1am
sang (5A). Két qua con dugc chimg minh bing cach so sanh mutc do gidm theo ty 1¢
phan trim theo diém s§ trinh binh nhém (GMS) dbi v&i ¢4 hai qua trinh didu tri bing
Mab tir ngay 18 dén khi két thiic nghién ctru (5B).

Fig. 6. Thé hién qua trinh diéu tri bing MAb khang CD100 67 30 mg/kg bt
dAu tir ngdy thir 7 sau khi chung ngira (1X/tudn) 1am giam tinh trang EAE thoai lui-trd
nang & chudt SIL so véi diéu tri bing IgG dbi chitng cta chudt dugc thé hién bing su

~ giam di€m so6 14m sang.

Fig. 7. Thé hién két qua ciia thir nghiém ELISA thé hién ty 1& phin trim (%)
chin qua trinh lién két ctia 67 duoc biotin héa véi CD100 cia ngudi (7A) hoac CD100
ciia chuot (7B) do lién két canh tranh cia MAb 2503, MAb 67, hoac IgG déi ching.

Fig. 8. Thé hién két qua cua phwong phap do dong chay t& bao ddi véi
~ streptavidin-APC (sAPC ri€ng bi€t), CD100 cta nguti (huCD100), CD100 ciia khi
dudi soc (marmCD100), CD100 ctia chudt (muCD100), 1,0ng isotyp, va 1,0ug MAD
(67 hoidc 2503) dugc thit nghiém trong thir nghiém chin CD100 dugc thé hién trén
Fig. 1. MAb 67 va MAb 2503 chin qu4 trinh lién két cia CD100 ctia ngudi (8A), khi
dudi séc (8B), hodc chudt (8C) vai thu thé Plexin B1.

Fig. 9. Thé hién su giam dd hip thu bi chin gy ra bdi CD100 do qué trinh
trung hoa CD100 bang MAb 67, MADb 2503, va IgG dbi chung. MAb khang CD100 67
va MAD 2503 chin qué trinh tach ra khéi dia dugc phu fibronectin caa té bao B
293/Plexin dugc kich thich bdi CD100 cua nguoi (9A) va CD100 cia khi dudi soc
(9B).

Fig. 10. Thé hién su thay ddi thé tich khéi u (mm®) dbi vé6i chudt Balb/c kiéu
dai va chudt CD100-/- sau khi tiém 50000 té bao ung thu dai tring CT26 vao bip chan

cuia chudt.

Fig. 11. Thé hién sy thay ddi thé tich chan trung binh (mm®) déi véi chudt
Balb/c kiéu dai duoc diéu tri bang 1mg MAb 67 hodc 1mg IgG ddi chimg cia chudt va
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Chudt CD100-/- (“KO”) sau khi tiém 50000 té bao ung thu CT26 vao bip chan cua

chuot. -
Fig. 12. Thé hién phac dd didu tri chung d6i v6i viém khop do éollagen (C1A)

Fig. 13. Thé hién su gidm qua trinh phat trién bénh viém khép & miu chudt bi
~ CIA d6i v6i cac nhém duge diéu tri bing 600ug MAD 67. Chi s6 viém khép (AD) &
chudt duge diéu tri b%mg 600pg MAb 67 duogc so sanh véi Al & chudt duge diéu tri
bang 600pg ddi ching 4m (IgG1) va 600ug dbi chimg dirong etanercept (Enbrel®) khi
qua trinh didu tri bit dau vio ngay thir 20 (13A). Chi sb viém khép (AI) déi véi didu
tri bang MADb 67 duoc so sanh vé6i diéu tri bing déi ching am (IgG1) va ddi chung
duong etanercept (Embrel®) khi qué trinh diéu trj bit d4u viao ngay thtr 20 hogic khi Al
>3 (13B).

Fig. 14. Cho thiy & chudt Balb/c dugc ching ngira bang globulin gamma cia ga
lién hop véi (4-hydroxy-3-nitrophenyl) axetyl duge két tia bing phén chua (nhom-
/magie- hydroxit) (“NP-CGG™), dugc diéu tri bang 600ug MAb 67 giam sb luong té
bao B mim trung tdm (germinal center - GC) (“B220+CD38lowPNA+") trong lach
(SP) va hach bach huyét (LN) sau ca 14n ching ngira du tién (14A) va chiing ngtra thir
phat (14B). Két qua ciing duoc chi ra d6i v6i chudt CD100 -/- va chudt Balb/c duge va

khong dugce ching ngira NP-CGG.

Fig. 15. thé hién su thay dbi thé tich khdi u (mm®) ddi v6i chuot Balb/c kiéu dai
sau khi tiém 50000 té bao ung thu dai traing CT26 vio bép chan cia chudt. Két qua
- duge thé hién déi véi chudt dugce tiém 1mg MAD 67 hang tudn bit dau vao ngay thir 1
so v6i chudt duge tiém IgG ddi chtg.nghién ctru duge tién hanh cho dén khi dat muc

tiéu lam chdm qua trinh sinh tredng cua khoi u.

Fig. 16. thé hién su thay dbi thé tich khdi u (mm®) ddi véi chudt Balb/c kidu dai
va chudt CD100-/- (“SEMA4D-/-") sau khi 50000 té bao ung thu nguyén bao soi
BCA34 dugc tiém dudi da vao cung bung cua chudt (16A). Mirc do thay d6i thé tich

dui trung binh (mm®) dugc chi ra d6i voi chudt Balb/c kiéu dai dugc didu tri bing 1mg
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MAb 67 hodc Img IgG ddi chimg cia chudt sau khi 50000 50000 té bao ung thu
nguyén bao sgi BCA34 duogc tiém vao bap chan cia chudt (16B).

Fig. 17. thé hién su thay dbi thé tich khdi u (mm?®) déi v6i chudt Balb/c kidu dai
va chudt CD100-/- (“SEMA4D-/-") sau khi 50000 té bao ung thu cacxinom vi EMT6

dugce ti€ém vao bép chén cia chudt.

- Fig. 18. thé hién su thay dbi thé tich khdi u (mm’) d6i vé6i chudt is shown for
athymic nude mice sau khi hai khéi u viing ddu va cb HN12/chudt duge tiém vao co
sudm cta chudt. Két quéa dugc thé hién d6i véi chudt dugce tiém 1lmg MAb 2503 hang

“tudn bét diu vao ngay thir 1 sau khi ghép so v&i chudt duoc tiém IgG4 dbi chtng.

Fig. 19. thé hién su thay dbi thé tich khéi u (mm®) dbi véi athymic nude mice
sau khi hai khéi u ving diu va ¢ HN6 HIFla mODD duge tiém vao bép chan cia
chudt. Két qua duge thé hién dbi véi chudt duoc tiém 1mg MAb 2503 hang tudn bét
dAu vao ngay thir 1 sau khi ghép so v6i chudt duge tiém IgG4 dbi ching (19A). Hinh
anh vé cac khdi u tiéu biéu tir chudt dugc didu tri bing IgG4 dbi chimg va MAb 2503

“dugc thé hién trén Fig. (19B).

Fig. 20. Thé hién két qua ty 18 phan trim bio hoa cia phén tich bdo hoa sau khi
tiém qua tinh mach mot liéu duy nhit MAb 2503 & chudt. Chudt Sprague-Dawley
dugc tiém tinh mach mot lidu duy nhit MAb 2503 & cac liéu luong 0, 0,01, 0,1, 1,0,
10, va 100mg/kg. Thir nghiém bdo hoa dua trén phuong phép do dong chay té bao
duge thuc hién trén miu mau toan phin dugc gdy tan & cdc thoi diém khac nhau dé
xac dinh ty 1& phan trim dich té bao (SEMA4D) duoc bio hoa bang MAb 2503 &
chudt duc (20A) va chudt cai (20B).

Fig. 21. Thé hién két qua ty 18 phan trim bio hoa ciia phan tich bio hoa sau khi
tiém qua tinh mach mét lidu duy nhit MAb 2503 & khi. Khi dugc tiém tinh mach mot
lidu duy nhit MAb 2503 & cac lidu Iugng 0, 0,01, 0,1, 1,0, 10, va 100mg/kg. Thir
nghiém bdo hoa dua trén phuong phép do dong chay té bao duoc thuc hién trén miu

méu toan phan dugc gy tan & cc thoi diém khac nhau dé xac dinh ty 1& phin tram
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dich té bao (SEMA4D) dugc bdo hoa bing MAb 2503 (két qua ciia khi duc va khi cai
duoc td hop véi nhau).

MG ta chi tiét sang ché
I. Dinh nghia

Cén chu ¥ ring thuat ngit “mot” ding dé chi mét hodc nhiéu; ching han, “mot
khéng thé khang CD100” s& duge hidu 13 mot hoic nhidu khang thé khang CD100. Do

do, thut nglt “mot”, “mot hodc nhidu,” va “it nhAt mét” ¢c6 thé duge st dung thay thé

“cho nhau.

Nhu dugc sit dung trong ban md ta nay, thuat ngir “khdi u” ding dé chi qua
trinh ting sinh va sinh trudng ctia t& bao ung thu, ca 4c tinh hodc 1anh tinh, va tt ca

cac mo va t€ bao ung thu va tién ung thu.

“Qua trinh tao mach xam nh4p” dung dé chi su hinh thanh mach mau dé hd tro
cac tinh trang bénh ly, bao gém khdi u 4c tinh va khoéng 4c tinh cling nhu sy hinh

thanh bat thuong ctia mach méu méi trong qua trinh thoai héa didm vang.

 Thuét ngit, “ung thu” ding dé chi hodic mé ta tinh trang bénh ly & dong vt cé
v thudong dugce dic trung boi qué trinh sinh trudng té bao khong duogc didu hoa. Vi du
vé ung thu bao gém, nhung khong chi gioi han & cacxinoma, u lympho va bénh bach

cau.

Nhu dugc st dung trong ban md ta ndy, thuét ngit “polypeptit” ding dé chi mot
“polypeptit” cling nhu nhiéu “polypeptit,” va ding d chi phan tir bao gdm monome
(axit amin) dugc lién két thing véi nhau bang lién két amit (con duoc goi 1a lien két
peptit). Thudt ngit “polypeptit” ding d& mot hodc nhiéu chudi bao gdm hai hodc nhiéu
hon hai axit amin, va khong dung dé chi mot san phém c6 d6 dai cu thé. Do do, peptit,

9% ¢

| dipeptit, tripeptit, oligopeptit, “protein,” “chudi axit amin,” hoic mot thuat ngir bit ky
khac dugc sir dung dé chi chudi gom hai hodc nhiéu hon hai axit amin, bao gdm trong
dinh nghia vé “polypeptit,” va thuét ngir “polypeptit” c¢6 thé dugc sir dung thay thé béi

céc thuét ngir bat ky khac. Thuét ngit “polypeptit” cting ding dé chi san phdm cta qua
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trinh bién dbi polypeptit sau biéu hién, bao gdm, nhung khéng chi giéi han & glycosyl
héa, axetyl héa, phosphoryl héa, amit héa, tao din xuét bing nhém bao vé/nhém
phong bé da biét, cit phan giai protein, hodc bién ddi bang cac axit amin khéng c6
trong tr nhién. Polypeptit c6 thé thu duoc tir mot ngudn tu nhién hodc san xuét bing
k¥ thuat tai t& hop, nhung khong cin thiét phai duge dich ma tir mot trinh tur axit
nucleic da biét. C6 thé tao ra theo mot phuong phép bat ky, bao gdbm téng hop hoa hoc.

Polypeptit theo sang ché c6 thé c6 kich thude 13 khoang 3 hoic nhiéu hon, 5
hogc nhiéu hon, 10 hogc nhiéu hon, 20 hogc nhiéu hon, 25 hodc nhiéu hon, 50 hogc
nhiéu hon, 75 hodc nhiéu hon, 100 hodc nhiéu hon, 200 hodc nhidu hon, 500 hoac
nhiéu hon, 1000 hodc nhiéu hon, hodc 2000 hodc nhiéu hon axit amin. Polypeptit c6
thé c6 céu tric 3 chiéu xac dinh, mic du khong cin thiét phai c6 cdu tric niy.
- Polypeptit c6 ciu triic 3 chidu xac dinh dugc d& cip nhu duoc xodn, va polypeptit

khong c6 céu triic 3 chiéu xac dinh, nhung c6 thé c6 nhiéu ciu hinh khac nhau dugc
goi 12 dang khéng dugc xoin. Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thuit ngit
glycoprotein dung dé chi protein lién két véi it nhit mot gde carbohydrat gén vai
protein qua chudi bén chira oxy hodic nito cia axit amin, chdng han, serin hodc

asparagin.

Thuét ngit polypeptit “dugc phéan 1ap” hodc manh, bién thé, hodc dan xuit cla
n6 ding dé chi polypeptit khong phai & trang thai tw nhién. Khong bét budc phai ¢b
mdt mirc do tinh khiét cu thé. Ching han, polypeptit dirgc phan 1ap ¢6 thé duge tic ra
khéi méi trudng nguyén gdc hodc méi trudng tu nhién cta nd. Polypeptit va protein
dugc tao ra theo phuong phap tai td hop duoc biéu hién trong té bao cha dugc coi 12
duogc phan 1ap theo sang ché, ciing nhu polypeptit i t6 hop hodc nguyén gbe di duoc
phén tach, phan doan, hodc dugc tinh ché mot ph?m hoac gi‘m nhu hoan toan b%mg mot
k¥ thuat thich hop bat ky.

Ciing dugc coi 13 polypeptit theo sang ché 13 manh, dan xuit, ddng phén, hodc
bién thé ctia polypeptit, va mot hdn hop bit ky cia né. Thuit ngit “manh,” “bién thé,”

“din xuét,” va “déng phan” khi dé cap dén khang thé khang CD100 hoic polypeptit
~ khéng thé theo sang ché 13 mot polypeptit bit ky van gitr duge it nhdt mot vai hoat tinh
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lién két véi khang nguyén cia khang thé hodc polypeptit khang thé tuong tmg theo
sang ché. Manh ciia polypeptit theo sang ché bao gém manh duoc tao ra do phén giai
~ protein, cling nhu manh tao ra do bi mat mot ph?ln, ngoai manh khang thé dic hiéu
dugc @ cap trong ban mo ta ndy. Bién thé cua polypeptit khang thé va khang thé
khéang CD100 theo sang ché bao gdm manh nhu da d& cap, va polypeptit ¢6 trinh tu
axit amin bj bién déi do xen, thay thé hoic loai bo axit amin. Bién thé ¢6 thd ¢ nguén
gbc tu nhién hodc tdng hop. Bién thé khong c6 ngudn gbc tir nhién c6 thé duge tao ra

stt dung céc k¥ thuat gdy dot bién da biét bt ky. Bién thé polypeptit c6 thé bao gdm
H d6t bién thém, thay thé hoic loai b axit amin bao toan hodc khong bao toan. Bién thé
polypeptit cling c6 thé duoc goi 1a “ddng phan polypeptit” trong ban mo ta nay. Nhu
dugc st dung trong ban mo ta ndy, “dan xudt” cta khang thé khang CD100 hogc
polypeptit khang thé ding dé chi polypeptit c6 mdt hodc nhidu gbe dugc tao din xuit
tdng hop bing phan tng cta chudi bén. Ciing dugc coi 13 “din xuét” 13 peptit chira
mot hodc nhiéu din xuét axit amin c6 nguén gbc tur nhién cta 20 axit amin tiéu chuén.
Ching han, 4-hydroxyprolin ¢ thé duge thé cho prolin; 5-hydroxylyzin ¢6 thé dugc
thé cho lyzin; 3-metylhistidin c6 thé dugc thé cho histidin; homoserin c6 thé dugc thé
cho seriri; va ornitin c¢6 thé dugc thé cho lyzin. Dan xuét cua polypeptit khang thé va
khang thé khang CD100 theo sang ché, c6 th_é bao gbém polypeptit dd dugc bién ddi dé
c6 cac dic tinh bd trg khong c6 & khang thé hogc polypeptit khang thé ddi chtng theo

sang ché.

Thuat ngit “polynucleotit” ding d& chi mét axit nucleic cling nhu nhidu axit
nuéleic, va dung dé chi phén t hodc cAu trac axit nucleic dugc phén lap, chcfng han,
ARN théng tin (mARN) hodc ADN plasmit (pADN). Polynucleotit c¢6 thé ¢ lién két
phosphodieste thong thudng hoic lién két khéng thong thudng (chdng han, lién két
amit, nhu thdy trong peptit axit nucleic (PNA)). Thuét ngit “axit nucleic” ding dé chi
mot hodc nhidu doan axit nuleic, chc”;ng han, manh ADN hodc ARN, c¢6 trong
polynucleotit. Axit nucleic hodc polynucleotit “dwgc phan 14p” dung dé chi phan tir
axit nucleic, ADN hodc ARN, d3 dugc tach khoi mdi trudong phét sinh ciia n6. Ching
han, polynucleotit t4i t6 hop ma héphan tir lién két khang CD100, ching han, khang

thé hoc manh lién két khang nguyén cia no, co trong vecto dugc coi 1a phan 14p theo
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sang ché. Vi du vé polynucleotit dugc phan 1ap bao gdm polynucleotit tai td hop duogc
duy tri trong té bao chu khac loai hodc polynucleotit tinh khiét (mdt phén hoic gin
nhu hoan toan) trong dung dich. Phan tir ARN dugc phan 1ip bao gdm ban sao ma
ARN in vivo hodc in vitro ctia polynucleotit theo sang ché. Polynucleotit hodc axit
nucleic dugc phan 14p theo sang ché con bao gdm cac phén tir dugc tao ra theo phuong
phép téng hop. Ngoai ra, polynucleotit hodc axit nucleic c¢6 thé 13 hodc ¢6 thé bao gbm

yéu t6 di€u hoa nhu doan khéi dau, vi tri gan ribosom, hodc yéu td két thiic phién ma.

Nhu duge st dung trong ban md ta ndy, “viing ma héa” 13 mot phin cia axit
nucleic bao gém ma bd ba duoc dich mi thz‘mh axit amin. Mic du“ma bd ba két thuc”
(TAG, TGA, hodc TAA)khong duge dich mi thanh axit amin, nhung ¢6 thé dugc coi
13 mot phan clia vimg mi héa, nhung céc trinh tu & canh bét kv, ching han doan khéi
dau, vi tri gén ribosom, yéu té két thuc phién ma3, intron, va cac trinh tu tuong tu,
khong phai 1a b phan ciia viing mi héa. Hai hodc nhiéu hon hai ving ma héa theo
sang ché c6 thé c6 trong mét ciu tric polynucleotit, chdng han, trén mot vecto, hodc &
c4c céu tric polynucleotit riéng biét, chéng han, trén cic vecto riéng biét (khac nhau).
Hon nita, mot vecto bat ky ¢6 thé chira ving mé héa, hodc ¢6 thé bao gdm hai hoic
nhiéu hon hai vung ma hoa, chcfng han, mdt vecto co thé ma hoa mot céch riéng biét
ving bién déir chudi ning cta globulin mién dich va vang bién dbi chudi nhe cua
globulin mién dich. Ngoai ra, vecto, polynucleotit, hodc axit nucleic theo sang ché ¢o
thé ma héa cac ving mi héa khéc loai, duge dung hgp hodc khdng dugc dung hop véi
axit nucleic ma héa khang thé khédng CD100 ho#c manh, bién thé, hodc din xuét ciia
né. Ving mi hoéa khic loai bao gdm nhung khong chi gii han & cac yéu 6 hoic doan

13p lai ddc biét, nhu pepti tin hidu qua trinh tiét hodc ving chire niang khac loai.

Theo mét s6 phuong 4n, polynucleotit hodc axit nucleic 1a ADN. Trong trudng
~ hop ADN, polynucleotit bao gdm axit nucleic md hoa polypeptit thudng c6 thé bao
gdém doan khéi dau va/hodc cac yéu tdc kidm soat qué trinh phién ma hoic dich ma
khéc dugc lién két linh dong v6i mot hoic nhiéu ving mi héa. Lién két linh dong 13
khi ving ma héa d6i véi mét san phim gen, chdng han, polypeptit, duoc lién két voi
mét hodc nhiéu trinh tr diéu hoa theo cach dé dat qué trinh biéu hién cua san phém

gen duéi su tic dong hodc kiém soat cta trinh tu diéu hoa. Hai manh ADN (nhu ving
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mi hoéa polypeptit va doan khoi dau lién két v6i no) 1a “duoc lién két linh dong” néu
qué trinh kich hoat chirc ning ciia doan khéi dau s& gay ra qua trinh phién ma mARN
mé héa ciia sin phdm gen mong mudn va néu nhu ban nhét cua lién két gifta hai manh
ADN khong anh huéng dén kha ning kiém soat qué trinh bidu hién san phim gen cua
trinh tr diéu hoa qu4 trinh biéu hién hoic anh hudng dén kha ning duoc phién ma cla
khuén ADN. Do d6, doan khéi ddu s& dugc lién két linh dong véi axit nucleic ma héa
polypeptit néu doan khoi ddu c6 kha ning anh huéng dén qua trinh phién m3 cta axit
nucleic d6. Poan khéi diu co thé 1a doan khéi ddu dic biéu véi té bao didu khién qué
trinh phién ma ctia ADN chi trong mét s6 loai t& bao dinh trude. Cac yéu t6 kiém soat
' 'Vphiéh mi khac, ngoai doan khéi dau, ching han nhu yéu t6 ting cuong, yéu téc didu
hoa, yéu tb e ché, va tin hiéu két thic phién ma, cé thé dugc lién két linh dong voi
~ polynucleotit d& diéu khién qua trinh phién mi dic hiéu véi t& bao. Doan khai diu va

ving kiém soat phién ma thich hop duoc dé cap trong ban mo ta nay.

Mot loat cac ving kiém soat phién ma d3 biét dbi vé6i cac chuyén gia trong linh
vue k¥ thudt nay. Cac ving kiém soat ndy bao gdm, nhung khong chi gigi han &, vung
kiém soét phién ma hoat dong trong té bao dong vat c6 xuong sdng, nhu, nhung khong
chi gi6i han &, doan khéi diu va doan yéu t6 ting cudng cia cytomegalovirut (doan
khéi ddu sém ngay ldp tirc, cling v6i intron-A), simian virut 40 (doan khéi dau sém),
~ va retrovirut (nhu Rous sarcoma virut). Cac ving kiém soat phién m3 khac bao gbm
ving kiém soat phién m3 thu dugc tir gen cua dong vat c6 xwong sdng actin, protein
soc nhiét, hocmon sinh trurc’)hg cua bo va B-globin cua thd, cling nhu cac trinh tu khéc
c¢6 kha nang kiém soat qua trinh biéu hién gen trong t& bao ¢6 nhén dién hinh. Vung
kiém soét phién ma thich hop bao gbm doan khéi dau va yéu td tdng cudong dic hi¢u
md ciing nhu doan khéi dau c6 kha ning kich thich lymphokin (chdng han, doan khéi

dAu c6 thé kich thich dugc bang interferon hodc interleukin).

Tuong tu, mdt loat yéu t§ kha niang dich ma da biét ddi véi cac chuyén gia
- trong linh vyc k¥ thugt ndy. Chiing bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, vi tri gén
ribosom, mi bd ba khai dau va két thuc qua trinh dich ma, va cac yéu t§ thu dugc tix
picoARNvirut (cu thé 1a vi tri di vao ribosom ndi bao, hodc IRES, con dugc goi 1a
trinh tu CITE).
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Theo cac phuong an khac, polynucleotit theo sang ché 13 ARN, chéng han, &
dang ARN thong tin (mARN).

Ving ma héa clia polynucleotit va axit nucleic theo sang ché c6 thé duoc lién
két v6i ving mi héa khac mi héa peptit tin hiéu hodc peptit tiét, didu khién qué trinh
tiét ciia polypeptit dugc ma héa bdi polynucleotit theo sang ché. Theo gia thuyét tin
hiéu, protein dugc tiét béi té bao dong vat ¢6 vl c6 peptit tin hiéu hodc trinh tuy din
diu qué trinh tiét dugc phén cét tir protein trudng thanh khi qua trinh xuét chudi
protein dang hinh thanh qua luéi ndi chat hat dugc khéi dong. Céac chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuat nay c6 thé hiéu ring polypeptit duogc tiét ra bai té bao dong vat c6
Xuong séng thudng co peptit tin hiéu duoc dung hop v6i ddu N cua polypeptit, dugc
cit tir polypeptit ddy du hoic “nguyén ven” dé tao ra dang duoc tiét hodc dang “trudéng
thank” ctia polypeptit. Theo mdt sé phuong an, peptit tin hiéu gbe, chdng han, peptit
tin hiéu chudi ning hodc chudi nhe cia globulin mién dich s& dugc s& dugc sit dung,
hodc din xuit hoat dong cua trinh ty d6 van gilt dugc kha nédng diéu khién qué trinh
tiét ctia polypeptit duogc lién két linh dong v6i né. Theo mdt cach khac, peptit tin hi¢u
khéc loai ciia dong vat c6 vi, hodc din xudt hoat dong ctia no, cbd thé dugc st dung.
Ching han, trinh tr din dAu kiéu dai ¢6 thé dugc thay thé bang trinh ty din diu cia

yéu t6 hoat hoa plasminogen mé (TPA) hoic B-glucuronidaza cia chudt.

“Phan tir lién két” hoic “phén tir lién két khang nguyén” theo sing ché duoc sir
dung theo nghia réng nhét dung dé chi phan tir lién két dic hiéu véi quyét dinh khang
nguyén. Theo mot phuong 4n, phan tir lién két lién két dic hiéu véi CD100, ching
han, polypeptit chuyén mang CD100 cé trong lwong khoang 150kDa hodc polypeptit
CD100 tan c6 trong lugng khodng 120kDa (thuong dugc goi 13 CD100). Theo mdt
phuong 4n khéc, phan tir lién két theo sang ché 13 khang thé hoic méanh lién két khang
nguyén ciia n6. Theo mot phuong 4n khéc, phan tir lién két theo sang ché bao gbm it
nhit mot CDR chudi ning hodc chudi nhe ctia phan tir khang thé. Theo mdt phuong 4n
khac, phan tir lién két theo sang ché bao gdm it nhit hai CDR tir mét hodc nhidu phén
tir khang thé. Theo mot phuong 4n khac, phan tir lién két theo sang ché bao gbm it
nhét ba CDR tir mot hogic nhidu phan tir khéng thé. Theo mdt phwong 4n khac, phan ti
lién két theo sang ché bao gdm it nhat bén CDR tir mot hodc nhiéu phan tir khang thé.
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Theo mét phuong 4n khéc, phan tir lién két theo sang ché bao gdm it nh4t ndm CDR tir
mdt hodc nhiéu phan tir khang thé. Theo mot phuong 4n khac, phan tir lién két theo
sang ché bao gdm it nhit sau CDR tir mot hodc nhiéu phan tir khang thé.

Sang ché dé cap dén khang thé khang CD100, hodic méanh lién két khéng
nguyén, bién thé, hodc din xuét cia né. Trir khi dé cap cu thé dén khang thé nguyén
ven nhu khang thé c6 ngudn gbc tir nhién, thuat ngit “khang thé khang CD100” bao
gdm khéng thé nguyén ven ciing nhu manh lién két khéng nguyén, bién thé, ddng
phan, hoic din xuét ctia khang thé nay, ching han, c6 ngudn gbe ty nhién khang thé
hogc phén tir globulin mién dich hogc phan tir khang thé hodc méanh khang thé lién két

v6i khang nguyén theo kiéu tuong tu v6i phan tir khang thé.

Nhu duge st dung trong ban mo ta ndy, khang thé “ctia ngudi” hodc “hoin toan
clia ngudi” bao gdm khéang thé c6 trinh tir axit amin cia globulin mién dich ctia nguoi
va bao gdm khang thé dugc phén 14p tir ngan hang globulin mién dich ctia ngudi hodc
dong vat chuyén gen mét hoic nhidu globulin mién dich cta ngudi va khong biéu hién
globulin mién dich ndi sinh, nhu dugc d& cap trong tai liéu di dan, chéng han, trong
U.S. Pat. No. 5,939,598 ctia Kucherlapati et al. khang thé “ciia ngudi” hodc “hoan toan
clia ngudi” cling bao gdm khang thé bao gdm it nhit ving bién dbi ctia chudi ning,
hodc it nhit ving bién dbi ciia chudi ning va chudi nhe, trong d6 ving bién ddi c6

trinh tw axit amin ca ving bién doi globulin mién dich ciia nguoi.

Khang thé “ctia ngudi” hodc “hoan toan cia ngudi” cling bao gdm khéang thé
“ctua ngudi” hodc “hoan toan ctia ngudi”, nhu da dé cap, chira, chira chu yéu, hodc bao
gbm, bién thé (bao gdm din xuit) cua phan tir khang thé (chdng han, vung VH
va’hodc ving VL) dugc dé clp trong badn mo ta nay, khang thé hoic manh ctia né lién
két dac higu mién dich véi polypeptit CD100 hoic manh hoic bién thé ciia né. Cac k§
thuat chudn d3 biét d6i v6i cac chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay c6 thé duoc sit
dung @& dua dot bién vao trinh ti nucleotit m3 héa khang thé ngudi khang CD100, bao
gdm, nhung khong chi gidi han 6, gy dot bién dic hiéu vi tri va gy dot bién bang
PCR c6 thé tao ra cic thay thé axit amin. Tt hon, néu bién thé (bao gébm din xuét) ma

héa it hon 50 d6t bién thay thé axit amin, it hon 40 ddt bién thay thé axit amin, it hon
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30 dot bién thay thé axit amin, it hon 25 dot bién thay thé axit amin, it hon 20 dot bién

thay thé axit amin, it hon 15 dot bién thay thé axit amin, it hon 10 dot bién thay thé

axit amin, it hon 5 dot bién thay thé axit amin, it hon 4 dot bién thay thé axit amin, it

hon 3 d6t bién thay thé axit amin, hodc it hon 2 dot bién thay thé axit amin so véi trinh

tu vung VH, VHCDR1, VHCDR2, VHCDR3, vung VL, VLCDR1, VLCDR2, hoic
VLCDRS3 gbc.

Theo mdt sé phuong 4n, dot bién thay thé axit amin 13 thay thé axit amin béo
toan, s& dugc dé cip rd hon & diy. Theo mdt cach khéc, dot bién co thé duge dua vao
‘mot cach ngiu nhién doc theo toan bd hoiic mot phén ctia trinh ty m3 héa, nhu b%mg
phuong phap gdy dot bién bio hoa, va thé dot bién hinh thanh ¢ thé duoc sang loc -
hoat tinh sinh hoc d xé4c dinh thé dot bién van git dugc hoat tinh (chéng han, kha

nang lién két véi polypeptit CD100, chéng han, CD100 CD 100 ciia ngudi, cta chudt
| hodc clia ngudi va chudt). Cac bién thé (hoic din xuit) cua khang thé “cia nguoi”
hodc “hoan todn ciia ngudi” ciing c6 thé dugc goi 1a khang thé cua ngudi hodc hoan
todn ctia ngudi duge “tdi wu” hodc “dugc tdi wu kha nang lién két voi khang nguyén”

va bao gom khéng the c6 éi luc véi khang nguyén dugc gia ting.

Thuét ngit “khang thé” va “globulin mién dich” dugc sir dung thay thé cho nhau
trong ban mo ta ndy. Khang thé hoic globulin mién dich bao gdm it nhét ving bién dbi
ctia chudi ning, va thudng bao gdm it nhét viing bién dbi cua chudi ning va chudi nhe.
Céu triic globulin mién dich co ban trong hé dong vat c6 xuong sdng dd duoc biét kha
r5. Tham khao, chdng han, Harlow et al. (1988) Antibody: A Laboratory Manual (2nd
ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Nhu s& duge dé cap chi tiét hon dudi ddy, thuat ngfr “globulin mién dich” bao
gdm nhidu 16p polypeptit khac nhau c6 thé dugc phan biét vé mit héa sinh. Cac
chuyén gia trong linh vuc k¥ thuit nay s& hiéu ring chudi ning dugc phan loai thanh
gamma, mu, alpha, delta, hoic epsilon, (y, u, a, 8, €) véi mdt sd phan 16p trong d6
(ching han, y1-y4). Do ban chit cua chudi nay s& quyét dinh “l6p” khang thé 13 IgG,
IgM, IgA IgG, hodc IgE. Céc phén 16p globulin mién dich (isotyp) chdng han, 1gGl,
IgG2, 1gG3, IgG4, IgAl, v.v di duoc x4c dinh dic diém k¥ va dugc cho 13 tao ra su
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dic hiéu chic ning. Céc phién ban dugc bién ddi cta timg phén tir trong cac 16p va
isotyp 14 biét 16 v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thuit nay khi tham khao ban md ta
va, do d6, s& thudc vao pham vi ciia sang ché. Tt ca céc 16p globulin mién dich r&
rang thudc vao pham vi cta sang ché, phan thao ludn sau day s& dé cap dén 16p IgG
ctia phan tir globulin mién dich. V& IgG, mét phan tir globulin min dich tiéu chuin
bao gdm hai polypeptit chudi nhe gidng nhau ¢6 trong luong phéan tir khoang 23000
Dalton, va hai polypeptit chudi ning giéng nhau c6 trong lugng phén tir 53000 d&én
70000. Bbn cudi thuong duoc lién két voi nhau bing cac lién két disulfit theo ciu hinh
“Y* trong d6 chudi nhe gan véi chudi ning bit ddu tir phin mé ciia chit “Y” va kéo dai

lién tyc hét vung bién doi.

Chudi nhe dugc phén loai thanh kappa hoic lambda (k, A). Mbi 16p chudi ning
c¢6 thé dugc gin véi chudi nhe kappa hoic lambda. N6i chung, chudi nhe va chudi
nang duoc lién két dﬁ“)ng hoa tri véi nhau, va ph§11 “dudi” cia hai chudi ning dugc gin
v6i nhau boi cac lién két disulfit ddng hoa tri hodic khong ddng hoéa tri khi globulin
mién dich dugc tao ra bai té bao lai, té bao B hoic t& bao chi dwgc bién dbi di truyn.
Trong chudi ning, trinh tir axit amin chay tir ddu N & ddu phan nhanh cta ciu hinh Y

dén dau C & cudi mdi chubdi.

Ca chudi nhe va chudi ning déu dugc chiwa thanh céc ving cé do tuong déng
vé chu triic va chirc nang. Thuit ngi “cb din” va “bién d6i” duoc st dung theo nghia
chirc ning. Lién quan dén vin d& nay, c6 thé hiéu ring ving bién dbi ctia ca chudi nhe -
(VL hoic VK) va chudi nang (VH) sé& quyét dinh khd ning nhan dién va 46 dic hiéu
v6i khéng nguyén. Nguogce lai, viing ¢b dinh ctia chudi nhe (CL) va chudi nang (CHI,
CH2 hogc CH3) s& tao ra dic tinh sinh hoc quan trong nhu kha ning tiét, kha nadng van
chuyén qua bao thai, lién két voi thu thé Fe, lién két bd thé, va c4c hoat tinh tuong tu.
Thong thudng, s6 thir tu clia ving ¢ dinh s& ting 1én khi ching cang xa vi tri lién két
khang nguyén hoic dau amin ciia khang thé. Phan déu N 1a ving bién dbi va phan &
dau C 14 viing cb dinh; ving CH3 va CL thuce sy bao gbm dau carboxy cta chudi nang

va chudi nhe.
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Nhu d3 néu, ving bién d6i cho phép khang thé nhan dién chon loc va lién két
dédc hiéu vdi epitop trén khang nguyén. Nghia 13, ving VL va vung VH, hoidc mot
nhém ving quyét dinh bd thé (CDR) trong cic ving bién dbi nay, ciia khang thé td
hop v6i nhau d tao thanh ving bién ddi x4c dinh vi tri lién két khang nguyén ba
chiéu. C4u tric khang thé bac bdn s& tao ra vi tri lién két khang nguyén c6 & diu mdi
* nhanh.cta hinh chir Y. Cu thé hon, vi tri lién két khang nguyén duoc xac din boi ba
" CDR trén mdi chudi VH va VL. Trong mét s trudng hop, chidng han, mot sb phan tir
globulin mién dich thu dugc tir loai camelid hogc dugc bién déi dya trén globulin mién
" dich ctia camelid, phan tir globulin mién dich hoan chinh c6 thé chi bao gém chudi
ndng, va khoéng cé chudi nhe. Tham khao, chcfng hgn, Hamers-Casterman et al.,

Nature 363:446-448 (1993).

Trong khang thé c6 ngudn gdc tu nhién, sdu “ving quyét dinh bd thé” hodc
“CDR” c6 trong mdi phan lién két khang nguyén 13 c4c trinh tir axit amin ngén, khong
lién tuc dugc dat & céc vi tri dic hiéu dé tao ra phﬁn lién két khang nguyén khi khang
thé ¢6 cAu hinh ba chiéu trong méi trudng 16ng. Phin con lai ciia axit amin trong phan
~lién két khang nguyén, duoc goi 13 “ving khung”, cho thdy muc do bién ddi gifta cac
phan tir thp hon. Viing khung thudng sir dung cdu hinh gép nép p va CDR tao thanh
cac vong ndi, va trong mot sd trudng hop tao thanh mét phan cia ciu tric gap nép B.
Do do, ving khung dong vai trd tao thanh mot b khung tao ra vi tri gén cuia CDR theo
~ hudéng chinh xé4c bang cac lién két khong déng hoa tri gifra cac chudi v6i nhau. Phin

lién két khang nguyén duoc tao ra bdi cac CDR duoc sip xép s& xac dinh bd thé bé
"m:ét ddi v&i epitop trén khang nguyén c6 hoat tinh mién dich. B& mit bd thé nay s&
kich thich qu4 trinh lién két déng hoa tri ciia khang thé véi epitop. Axit amin c6 trong
" CDR va ving khung c6 thé xac dinh dugc mot cach dé dang dbi véi mot ving bién ddi
chudi ning hoic chudi nhe nhat dinh béi mét chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay,

W chung da dugce xac dinh mot cach chinh xac (xem dudi day).

Trong trudng hop khi ¢ hai hodc nhiéu hon hai dinh nghia ctia cing mét thuat
ngit duge st dung va/hoic chip nhan trong Iinh vuc k§ thuét nay, dinh nghia cia thuat
ngit Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay bao gdm tt ca cac nghia trén trir khi duge

chi ra ngugce lai mdt céch tudng minh. Mt vi du cu thé 13 viée st dung thuat ngit
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“ving quyét dinh bd thé” (“CDR”) dé mo ta vi két hop khang nguyén khéng lién tuc
c6 trong ving bién ddi cia ca polypeptit chudi nang va chudi nhe. Ving dic biét nay
da dugc mo td boi Kabat et al. (1983) U.S. Dept. of Health and Human Services,
“Sequences of Protein of Immunological Interest” va bdi Chothia va Lesk, J. Mol.
Biol. 196:901-917 (1987), trong d6 dinh nghia bao g@)m su trung 1dp hodc tdp con céc
gbc axit amin khi dugc so sanh véi nhau. Tuy nhién, viéc img dung mét trong hai dinh
nghia dé chi CDR cua khéng thé hodc bién thé cia n6 thude vao pham vi cta cac thuét
~ ngit dugc dinh nghia va sir dung trong ban md ta ndy. Cac gbc axit amin thich hop
ding dé chi CDR nhu duge dinh nghia béi tirng tai liéu tham khio dugc vién dan trén
| dugc néu trong bang 1 dudi dau. S6 lwong gdc chinh xéc ¢6 trong mot CDR cu thé s&
khac nhau phu thudc vao trinh tu va kich thuéc cia CDR. Céc chuyén gia trong linh
vue k§ thuat niy c6 thé xac dinh gdc vao cé trong mdt CDR cu thé dua vao trinh tu

axit amin vung bién doi ctia khang the.

Béng 1. Pinh nghia CDR'

Kabat Chothia
VH CDRI1 31 &n 35 26 dén 32
VH CDR2 50 dén 65 52 dén 58
VH CDR3 95 dén 102 95 dén 102
VL CDRI 24 dén 34 26 dén 32
VL CDR2 50 dén 56 50 dén 52
VL CDR3 89 dén 97 91 dén 96

'S4 thir tir ciia tit ca cac CDR trong bang 1 1a theo phuong phép danh sb duoc

& xuét boi Kabat et al. (xem dudi day).

Kabat et al. ciing xécc dinh hé thong danh s§ dbi véi céc trinh trr ving bién dbi
c6 thé sir dung dugc cho mot khang thé bét ky. Mot chuyén gia trong linh virc k¥ thuat
ndy c6 thé gn hé thong “danh s6 Kabat” cho mét trinh tr ving bién dbi bit ky, ma
khong can dua vao két qua thir nghiém ctia ban than trinh tu d6. Nhu duge st dung

trong ban mo ta nay, “danh s§ Kabat” ding dé chi hé théng danh s§ dugc mo ta baoi
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Kabat et al. (1983) U.S. Dept. of Health and Human Services, “Sequence of Protein of
Immunological Interest.” Trir khi dugc quy dinh khéc, tham chiéu ddi véi viéc danh sé
'vi tri axit amin dic hiéu trong khang thé khang CD100 hoic manh lién két khang

nguyén, bién thé, hoic din xuét ctia n6 theo sang ché 13 theo hé théng danh sb Kabat.

Khang thé hoic manh lién két khélig ﬁgﬁyén, bién thé, Hoéc din xuit ciia n6
theo sang ché bao gdm, nhung khong chi gigi han &, khang thé da dong, don dong, da
dac hi€u, cda ngudi, dugc lém cho c6 tinh chit gidng ngudi, duge linh truéng hoa,
hodc khéng thé kham, khang thé mot chudi, manh lién két epitop, chdng han, Fab, Fab'
va F(ab')z, Fd, Fvs, Fv mé6t chudi (scFv), Fv dugc lién két disulfit (sdFv), méanh bao
gdm ving VL hozc ving VH, manh dugc san xuét bang phwong phép bidu hién ngan
hang Fab, va khéng thé khéng idiotypic (anti-Id) (bao gdm, chdng han, khang thé
khang Id khang khang thé khang CD100 dugc dé cap trong ban md ta nay). Cac phan
tr ScFv da dugc biét trong linh vire k§ thuat nay va dugc & cép, ching han, trong
U.S. Pat. No. 5,892,019. Globulin mién dich hodc phan tir khang thé theo sang ché c6
thé thudc loai bat ky (ching han, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA, va IgY), 16p bét ky (chdng
han, I1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl, va IgA2, v.v.), hodc phan 16p phan tir globulin
mién dich bat ky.

Nhu duge sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “phan chudi ning” bao gdm
trinh tu axit amin thu dugc tir chudi ning globulin mién dich. Polypeptit bao gdm phan
chudi ning bao gdm it nhat mét trong sb: ving CHI, ving ban 18 (chdng han, vung
ban 18 trén, gitra vi/hoic thip), ving CH2, ving CH3, hodc bién thé hodc manh cua
n6. Chéng han, polypeptit lién két theo sang ché c6 thé bao gdm chudi polypeptit bao
gdm ving CHI; chudi polypeptit bao gdm ving CHI, it nhit mot phan cua vung ban
18, va ving CH2; chudi polypeptit bao gdm ving CHI va ving CH3; chudi polypeptit
bao gdm ving CHI, it nht mot phin ciia ving ban 18, va ving CH3, hoic chudi
polypeptit bao gdm ving CHI, it nhit mét phan ctia ving ban 12, ving CH2, va viing
CH3. Theo mdt phuong an khéc, polypeptit theo sang ché bao gdm chudi polypeptit
bao gdm ving CH3. Hon nita, polypeptit lién két theo sang ché c6 thé thidu it nhat mot
phin ciia ving CH2 (chdng han, tit ca hoic mot phan cia vung CH2). nhu da néu, mot

chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét niy c6 thé hiéu rang cac ving nay (chdng han, phin
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chudi ning) c6 thé dugc bién ddi sao cho ching khéc nhau vé trinh tu axit amin so v6i

phan tir globulin mién dich ¢6 ngudn gbc ti nhién.

Trong mét s& khang thé khang CD100, hoic méanh lién két khang nguyén, bién
thé, hodc din xuit ctia né dugc d& cip trong ban md ta ndy, phan chudi ning cia mot
chudi polypeptit ciia mot da phan 13 gidng v&i phin chudi ning trén mot chudi

‘polypeptit tht hai clia da phan d6. Theo mot cach khéc, don phan chira phin chudi
ning theo sang ché khong gidng nhau. Ching han, mdi don phan c6 thé bao gbm Vi tri

lién két véi dich khac nhau, tao ra, chﬁng han, khang thé ludng dic hiéu.

Phin chudi ning cia phan tir lién két dugc st dung trong phuong phap chin
doan va diéu tri dugc d& cip trong ban md ta nay cé thé thu dugc tir cac phan tir
globulin mién dich khac nhau. Ching han, phan chudi ning cua polypeptit ¢ thé bao
gbm ving CHI thu dugc tir phan tir IgG1 va ving béan 18 thu dugc tir phén tt IgG3.
Theo mot vi du khéc, phﬁn chudi ning c6 thé bao gém vung ban 18 thu dugc, mot phén
tir phan tir IgG1 va, mét phan tir phan tir IgG3. Theo mét vi du khac, phin chudi nang
c6 thé bao gdm ving ban 18 kham thu dwgc, mot phin, tir phan t IgG1 va, mot phén,

tir phan tir IgG4.

Nhu duoc sit dung trong ban md ta nay, thuat ngit “phan chudi nhe” bao gbm
trinh ty axit amin thu dugc tir chudi nhe globulin mién dich, chdng han, chudi nhe
kappa hoic lambda. TSt hon, néu phan chudi nhe bao gdm it nhit mot ving VL hodc
CL.

Khéng thé khang CD100, hoic manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic dén
xuét clia né duoc dé cép trong ban mé ta nay c6 thé duoc mo ta hodc mé ta cy thé vé
epitop hodc phan ciia khang nguyén, chdng han, polypeptit dich duogc dé cap trong ban
md ta ndy (chdng han, CD100) ma khang thé nhan dién hodc lién két dic hiéu véi.
Phén ciia polypeptit dich twong tic dic hiéu véi phan lién két khang nguyén cua khang
thé 1a mét “epitop,” hodic “quyét dinh khang nguyén.” Polypeptit dich c¢6 thé bao gdbm
mot epitop, nhung thudng bao gdm it nhit hai epitop, va ciing c6 thé bao gém mot sd

lugng epitop bét ky, phu thudc vao kich thude, ciu hinh, va loai khéng nguyén. Hon
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nira, cin chi y ring “epitop” trén polypeptit dich ¢ thé 13 hoic c6 thé bao gdm cac

yéu té khéng polypeptit, ching han, epitop c6 thé bao gbm chudi bén carbohydrat.

Kich thudc tdi thidu ciia peptit hodic polypeptit epitop dbi véi khang thé dugc
cho 14 khoang bbn dén nam axit amin. Peptit hoic polypeptit epitop thudng bao gbm it
nhat bay, t6t hon, néu it nhit chin va t6t nhit, néu tir it nhét khoang 15 dén khoang 30
axit amin. Vi CDR c6 thé nhan dién peptit hogic polypeptit c6 tinh khang nguyén & cu
tric bac ba, nén axit amin bao gdm epitop khong cin phai lién tuc, va trong mot sb
trudng hop, tham chi khong cin phai & trén cing mot chudi peptit. Peptit hodc
polypeptit epitop dugc nhin dién boi khang thé khang CD100 theo sang ché co thé
chira trinh tir it nhét 4, it nhét 5, it nhét 6, it nhét 7, tdt hon, néu it nhét 8, it nhat 9, it
nhét 10, it nhét 15, it nhét 20, it nhét 25, hodc tir khoang 15 dén khoang 30 axit amin

lién tL_w hodc khong lién tuc cia CD100.

Thu4t ngit “lién két dic hiéu,” thuong ding dé chi ring khang thé lién két véi
epitop qua phén lién két khéng nguyén ciia né, va qua trinh lién két nay doi héi mic do
bd sung sung nhét dinh giita phan lién két khang nguyén va epitop. Theo dinh nghia
nay, khang thé duoc coi 13 “lién két dic hidu” véi epitop khi n6 lién két véi epitop d6,
théng qua phén lién két khang nguyén ciia n6 dé dang hon so véi khi lién két voi mot
epitop ngdu nhién, khong lién quan. Thuat ngir “dd dic hiéu” dugc sir dung trong ban
mo ta ndy dé dinh lugng 4i luc tuong d6i nhyr d6 mot khang thé lién két véi mot epitop
nhét dinh. Chéng han, khang thé “A” c6 thé co d6 dic hiéu cao hon ddi vai mat epitop
xac dinh so véi khang thé “B,” hodc khang thé “A” ¢ thé dugc cho 1a lién két véi

epitop “C” véi dd dic hiéu cao hon so véi khi né lién két véi epitop “D” ¢4 lién quan.

Thuét ngit “lién két wu tién,” ding dé chi khang thé lién két dic hiéu véi epitop
v6i do ddc hiéu cao hon so véi khi lién két vé6i epitop c6 lién quan, tuong tu, turong
dong, hoic ddng phan. Do d6, khang thé “lién két wu tién” véi mot epitop nhét dinh s&
c6 kha ning lién két véi epitop d6 nhidu hon so v6i mot epitop c6 lién quan, mic du

khéng thé nay c6 thé twong tac chéo véi epitop 6 lién quan.

Vi du khéng han ché, khang thé c6 thé duge coi 1a lién két mot cach wu tién véi

epitop thir nhit néu n6 lién két véi epitop thi nhit v&i hang s phan ly (Kp) it hon Kp
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ctia khang thé ddi véi epitop thir hai. Theo mét vi du khéng han ché khac, khang thé c6
~ thé dugc coi 13 lién két véi khang nguyén thir nhat mot cach wu tién néu né lién két véi
epitop thir nhit véi 4i luc it hon it nhat mét bac do 16n so véi Kp ciia khang thé d6i voi
epitop thir hai. Theo mot vi du khong han ché khac, khang thé c6 thé duoc coi 13 lién
ikét mdt cach uu tién vdi epitop thir nhat néu n6 lién két vai epitop thir nhit véi 4i luc

~ thép hon it nhét hai bac d6 16n so v&i Kp ctia khang thé d6i vai epitop thir hai.

Theo mot vi du khong han ché khac, khang thé c6 thé dugc coi 1a lién két c6 thé
dugce coi 13 lién két mot cach wru tién véi epitop thir nhat néu né lién két véi epitop thir
nhét véi tde d6 phan ly (k(off)) it hon k(off) cia khang thé d6i v6i epitop thir hai. Theo
mot vi du khong han ché khac, khang thé co6 thé dugc coi 1a lién két mot cach wu tién
vé6i epitop thir nhit néu né lién két vé6i epitop thir nhat vé6i 4i luc thip hon it nhit mét
bac d6 16n so véi k(off) ctia khang thé dbi véi epitop thir hai. Theo mot vi du khong
han ché khac, khang thé c6 thé duoc coi 12 lién két mét cach wu tién véi epitop thir
nhét néu n6 lién két véi epitop thir nhit véi ai luc thip hon it nhit hai bac do 16n so

véi k(off) ctia khang thé ddi véi epitop thir hai. Khang thé hodc hoic manh lién két
khéang nguyén, bién thé, hodc din xuét dugc dé cép trong ban md ta nay cé thé dugc
coi 151 lién két véi polypeptit dich dugc d& cép trong ban mé ta ndy (chdng han,
CDIOO, chcfng han, CD 100 cua ngudi, cia chudt hodc ciia nguoi va chudt) hoac manh
* hodc bién thé cta no6 véi tde d6 phan ly (k(off)) it hon hodc bing 5X102sec”, 102sec’,
5X 107 sec hoic 10° sec™. More t6t hon, néu khang thé theo sang ché duoc coi 14 lién
két v6i polypeptit dich duge dé cip trong ban mo ta nay (chdng han, CD100, ching
han, CD 100 ctua nguoi, cia chudt hodc ctia ngudi va chudt) hodc manh hodc bién thé
| ctia n6 vai tde d6 phan ly (k(off)) it hon hodic bing 5 X 107 sec, 10 sec™?, 5 X 107

sec’! hodic 10” sec™!, 5 X 10 sec!, 10% sec™, 5 X 107 sec™ hodc 107 sec™.

Khang thé hoic hodc manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic dan xuit dugc
a8 cép trong ban mod ta niy duoc coi 1a lién két véi polypeptit dich duoc dé cép trong
" ban md ta ndy (chdng han, CD100, ching han, CD 100 ciia ngudi, ctia chudt hoic ciia
ngudi va chudt) hoic manh hoic bién thé ciia né tbe do lién két (k(on)) 16n hon hoidc
~ bang 10° M7 sec™, 5 X 10> M sec”, 10* M sec hodc 5 X 10* M sec’. More tdt

hon, néu khéng thé theo sang ché dugc coi 13 lién két véi polypeptit dich dugc d& cép
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trong ban md ta nay (chdng han, CD100, ching han, CD 100 cta ngudi, cia chudt
hodc ctia ngudi va chudt) hodc manh hoic bién thé cia né tde do lién két (k(on)) 16n
hon hoic bang 10° M7 sec™, 5 X 10° M7 sec?, 10° M sec”, hodc 5 X 10° M sec™

hodc 10’ M sec™.

Khéng thé duge cho 13 trc ché canh tranh qué trinh lién két cua khang thé dbi
chimg véi mot epitop xac dinh néu n6 lién két wu tién véi epitop d6 dén mirc do n6 sé
chin, dén mot mirc ndo d6, qua trinh lién két ciia khang thé d6i chimg véi epitop. Qua
trinh ¢ ché canh tranh c6 thé duge x4c dinh bang mét phuong phép bit ky di biét
trong linh vuc k¥ thuét nay, chéng han, thtr nghiém ELISA canh tranh. Khang thé c6
thé dugc coi 14 tic ché canh tranh qua trinh lién két ciia khang thé dbi chimg véi mot
epitop nhat dinh it nhat 90%, it nh4t 80%, it nhat 70%, it nhit 60%, hodc it nhat 50%.

_ Nhu» dugc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “4i luc” diing dé chi thong sd
do d6 manh ctia qua trinh lién két cia mot epitop véi CDR cua phan tir globulin mién
dich. Tham khdo, chdng han, Harlow et al. (1988) Antibodies: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed.) pages 27-28. Nhu duoc sir dung trong
ban md ta ndy, thuat ngir “4i luc” ding dé chi d6 6n dinh toan phan cua phirc hé gifra
globulin mién dich va khang nguyén, nghia 13, 6 manh két hop chtic ning cua mot
hén hop globulin mi&n dich véi khang nguyén. Tham khao, chdng han, Harlow at
pages 29-34. Ai luc c6 lién quan dén ca 4i luc cia mot phan tir globulin mién dich
trong mot hdn hop v6i mot epitop dic hidu, va ciing lién quan dén héa tri ciia globulin
mién dich va khang nguyén. Chang han, tuong tac gitra khang thé don dong ludng tri

va khéng nguyén c6 cau tric epitop ldp lai cao, nhu polyme, s& c¢6 ai luc cao.

Khang thé khang CD100 hosc manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic din
xut ciia n6 theo sang ché may ciing duoc md ta hodc cu thé hoa vé mit kha ning lién
két chéo. Nhu dugc st dung trong ban mé ta ndy, thuit ngir “lién két chéo” ding dé
chi kha ning ciia khang thé, 13 dic hidu d6i v6i mot khang nguyén, phan Ung vai
khang nguyén thir hai; mot thong sb vé su lién quan giita hai hop chét c6 tinh khéng
nguyén khac nhau. Do d6, khang thé c6 tinh lién két chéo néu né lién két véi epitop
khong phai epitop kich thich sy hinh thanh ching. Epitop c6 hoat tinh lién két chéo
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thudng ¢ nhiéu dic tinh ciu triic bd thé twong tw véi epitop kich hoat, va trong mot sb

trudng hop, thuc su 1a c6 @ dic hidu cao hon so vdi epitop gbc.

Chéng han, mot sb khéng thé c6 mot mure d6 lién két chéo, & chd chung lién két
véi cac epitop khong gidng nhung c6 lién quan, chdng han, epitop c6 do tuong ddng it
nhat 95%, it nhat 90%, it nhit 85%, it nhit 80%, it nhit 75%, it nhit 70%, it nhat 65%,
it nhit 60%, it nhat 55%, v it nhit 50% (tinh bing cach sir dung c4c phuong phép da
biét trong linh vuc k¥ thuat nay va dugc d& cip trong ban mo ta nay) so véi epitop ddi
ching. Khang thé c¢6 thé dugc coi 1a khong c6 kha ning lién két chéo hoic it c6 kha
nang lién két chéo néu khong lién két voi epitop ¢ do tuong ddng it hon 95%, it hon
90%, it hon 85%, it hon 80%, it hon 75%, it hon 70%, it hon 65%, it hon 60%, it hon
55%, va it hon 50% (dugc tinh bing cach sir dung phuong phap d3 biét trong linh vuc
k¥ thuat ndy va dugc dé cap trong ban md ta niy) so véi epitop ddi chimg. Khang thé
~ ¢6 thé dugc coi 14 “co tinh dic hiéu cao” dbi véi mot sb epitop, néu né khong lién két

v6i mot ddng phan, ortholog, hodic homolog bt k¥ cua epitop do.

Phan it lién két khang CD100, chdng han, khang thé hoic manh lién két khéng
nguyén, bién thé hozc din xuét ctia no, theo sang ché may ciing dugc d& cap vé& mat 4i
Iuc lién két véi polypeptit theo sang ché, chdng han, CD100, ching han, CD 100 cua
nguoi, cda chudt hodc cia nguoi va chudt. Ai lyc lién két duoc uu tién bao gém ai luc
lién két c6 hang sé phan ly hoic Kd it hon 5 x 107M, 102M, 5 x 10°M, 10°M, 5 x 10"

M, 10*M, 5 x 10°M, 10°M, 5 x 10°M, 10°M, 5 x 107M, 10M, 5 x 10°*M, 10®*M, 5
x 10°M, 10°M, 5 x 10"M, 10'°M, 5 x 10"M, 107'M, 5 x 102M, 102M, 5 x 10"
PM, 10°M, 5 x 10*M, 10™M, 5 x 10°M, hozc 10™"° M. Theo mét sé phuong 4n,
phén tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé hodc manh lién két khéng nguyén
clia né, theo séng ché s& lién két véi CD100 cia ngudi v6i Kd khoang 5 x 107 dén
khoang 6 x 10”°. Theo mot phuong 4n khéc, phan tir lién két khang CD100, chdng han,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né, theo sang ché lién két véi CD100

ctia chudt véi Kd khoang 1 x 10 dén khoang 2 x 10,

Khang thé khang CD100 hodc manh lién két khang nguyén, bién thé hodc din

xudt cliia no theo sang ché c6 thé 1a “da dic hiéu,” chang han, ludng dic hiéu, dic hiéu
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v6i ba epitop, hodc ¢c6 mure dd da didc hi€u 16n hon, nghia 1a nd cé thé nhan dién va
lién két vé&i hai hodc nhiéu hon hai epitop khac nhau c6 trén mot hoic nhiéu khang
nguyén khac nhau (chdng han, protein) ddng thoi. Do d6, liéu khang thé khiang CD100
l1a “don dac hi¢u” hay “da dic hiéu,” chcfng han, “ludng dic hiéu,” dung dé chi sb
lugng epitop khic nhau ma polypeptit lién két twong tac véi. Khang thé da dic hidu c6
thé 1a dic hiéu ddi vai cac epitop khac nhau ctia mot polypeptit dich duoc dé cap trong
ban mb ta nay hoic c6 thé 1a dic hiéu dbi véi mot polypeptit dich cling nhu d6i véi

mot epitop khéc loai, nhu polypeptit khac loai hodc vat lidu gia do ran.

Nhu dugc sir dung trong ban mo ta ndy thuat ngit “valency” ding dé chi sb
lwong ving lién két ¢6 thé co, ching han, phan lién két khang nguyén cd trong
polypeptit lién két hodc phéan it lién két véi CD109, chéng han, khang thé hodc manh
- lién két khang nguyén ciia n6. Mbi ving lién két s& lién két dac hiéu véi mot epitop.
Khi polypeptit lién két hodc phan tir lién két véi CD100 bao gdm nhiéu hon mot ving
lién két, mdi ving lién két c6 thé lién két dic hiéu v6i cing mét epitop, ddi voi khang
thé c6 hai vung lién Kkét, duoc goi 1a “don déc hiéu ludng tri,” hodc véi céc epitop khac
nhau, di véi khang thé c6 hai ving lién két, dugc goi 1a “ludng dac hi¢u ludng tri.”
Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta né cling c6 thé 13 ludng dic hiéu va
ludng tri d6i véi mbi d6 dic hidu (termed “khang thé ludng dic hiéu tt tri”). Theo mdt
phuong 4n khéc, tiéu khang thé tir tri hodc khang thé bi loai bo vung chirc nang cling

c6 thé duoc tao ra.

Khéng thé ludng dic hi¢u Iudng tri, va phuong phép tao ra chung, dugc dé cap,
chéng han trong U.S. Pat. No. 5,731,168; 5,807,706; 5,821,333; va U.S. Patent Appl.
Publ. Nos. 2003/020734 va 2002/0155537. Khang thé ludng déc hiéu tr tri, va phuong
phép tao ra ching dugc dé cap, chéng han, trong WO 02/096948 va WO 00/44788.
Tham khao, cic cong bd PCT WO 93/17715; WO 92/08802; WO 91/00360; WO
92/05793; Tutt et al., J. Immunol. 147:60-69 (1991); U.S. Pat. Nos. 4,474,893;
4,714,681; 4,925,648; 5,573,920; 5,601,819; Kostelny et al., J. Immunol. 148: 1547-
1553 (1992).

-31-



23676

Nhu d3 néu, cu tric cia tiéu don vi va cdu hinh ba chiéu cta ving cb dinh cia
c4c 16p globulin mién dich khéc nhau di dugc biét 3. Nhu duge sir dung trong ban md
td ndy, thuit ngit “ving VH” bao gdm ving bién dbi & diu amino cua chudi nang
globulin mién dich va thuit ngt “ving CH1” bao gdm (d4u amin tin cing) ving cb
dinh thtr nhat ctia chudi nang globulin mién dich. Ving CHI lién ké v6i ving VH va &

dau amino véi viing ban 1€ clia chudi ning globulin mién dich.

Nhu dugce sir dung trong bén mo ta ndy thuét ngit “ving CH2” bao gdm mot
phén cta chudi ning kéo dai, ching han, tix khoang gbc 244 dén gbc 360 cia khéang
thé str dung phuong phap danh sb thuong quy (gbc 244 dén 360, hé thdng danh s
Kabat; va gbc 231 dén 340, hé théng danh sb EU; tham khao Kabat EA et al.). Vung
CH2 13 duy nhit & chd n6 khong két cap gin véi céc vung khac. Hon nita, hai chudi
carbohydrate phan nhénh dugc lién két & ddu N duoc xen vao gifta hai vung CH2 cuda
phan tir IgG nguyén ven. Ciing duoc biét r5 13 ving CH3 kéo dai tir viing CH2 dén dau
C cua phan tir IgG va bao gdm khoang 108 gbc.

Nhu duge sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit “ving ban 1&” bao gdm mot
phin ciia chudi ning gén ving CH1 véi viing CH2. Ving ban 1& bao gdm khoang 25
gbc va rat linh dong, do d6 cho phép hai ving lién két khang nguyén & diu N di dong
mot cach doc 1ap. Viung ban 1& ¢6 thé duge chi nhé thanh ba vung khac nhau: vung ban
1¢ trén, ving ban 1& gifra, va ving ban 18 thip (Roux et al., J. Immunol. 161:4083
(1998)).

Nhu dugc sir dung trong ban mé ta nay thuat ngir “lién két disulfit” bao g0m
lién két déng hoa tri duoc tao thanh giita hai nguyén tr luu huynh. Axit amin xystein
bao gdm nhém thiol c6 thé tao thanh lién két disulfit hodc ciu ndi v6i nhom thiol thir
hai. Trong hau hét cic phan tir IgG ¢6 ngudn gbe tw nhién, vung CH1 va CL duoc lién
két v6i nhau bing lién két disulfit va hai chudi ning dwgc lién két véi nhau bing hai
lién két disulfit & cac vi tri twong duong gbc 239 va 242 sir dung hé thdng dénh sé
Kabat (vi tri 226 hodc 229, hé théng danh s EU).

Nhu dugc st dung trong ban mo ta ndy, thudt ngit “khéng thé kham” ding dé

chi khéng thé bt ky trong d6 ving hoic vi tri c6 hoat tinh mién dich thu dugc tir loai
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thir nhét V‘z‘i‘vﬁn'g’cé dinh (cé thé 1a nguyén ven, mdt phé‘m hodc dugc bién ddi theo
sang ché) thu dugc tir loai thir hai. Theo céc phuong 4n dugc wu tién, ving hodc vi tri
lién két vai dich s& c6 ngudn gde tir mot loai khoéng phai ngudi (chdng han, chudt hodc
linh truéng) va ving ¢ dinh 1a cia ngudi (ching han, khang thé don dong (MAb)

2368 dugc dé cap trong ban mo ta nay).

Nhu duoc str dung trong ban mo ta ndy, thudt ngir “khang thé dugc bién d6i”
ding d& chi khéng thé trong d6 ving bién ddi trong chudi ning hodc chudi nhe hodc ca
hai s& dugc bién d6i bang cach thay thé it nhat mot hodc nhiéu CDR tir khang thé co
d6 dic hiéu da biét va, néu can, bang cach thay thé mot phin ving khung va thay ddi
trinh tyr. Miic dit CDR ¢6 thé thu duoc tir khang thé trong cung mot 16p hodc tham chi
13 cing mot phan 16p nhu khang thé chira viing khung, nhung can duy tinh ring CDR s&

- thu dugc tir khang thé thudce 16p khac va t6t hon 1a tir khang thé ctia mot loai khac. -
Khang thé dugc bién dbi trong d6 mdt hoac nhiéu CDR “nhén” thu dugc tir khang thé
khong phai ciia ngudi ¢ d dic hiéu da biét duoc ghép vao ving khung chudi ning
hoic chudi nhe ctia ngudi dugc goi 13 “khang thé duogc lam cho c¢ tinh chét gidng
ngudi.” Khong can thiét phai thay thé tit ca CDR bing toan b CDR cua ving bién ddi
cho dé thay ddi kha ning lién két véi khang nguyén ctia médt ving bién dbi so véi ving
bién ddi khéc. Noi cach khéc, chi cin chuyén cac gbc cin thiét & duy tri hoat tinh cua

vi tri li€n két vai dich.

Con biét dugc ring ving khung trong ving bién dbi trong chudi ndng hodc
chudi nhe, hoic ca hai, ciia khang thé duoc 1am cho c6 tinh chét gidng ngudi c6 thé chi
bao gdm cac gde c6 ngudn gde tir ngudi, trong trudong hop nay, ving khung cia khéng
Vthé dugc 1am cho c6 tinh chit gibng ngudi duge goi 1a “ving khung hoan toan cia
ngﬁbi” (ching han, MAb 2503). Theo mét cach khac, mot hogc nhidu gbe ciia ving
khung cla ving bién dbi cho c6 thé dugc bién ddi trong cac vi tri trong tmg cla vung
khung clia ngudi cia ving bién ddi trong chudi ning hodc chudi nhe, hodc ca hai, cua
khang thé dugc 1am cho c6 tinh chét gidng ngudi néu cin duy tri kha nang lién két
thich hop hoic gia ting kha nang lién két véi khang nguyén CD100. Do d6, ving

khung ctia ngudi duge bién dbi theo cach ndy s& bao gdbm hdn hop cac gbe vung khung
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cta khang thé cho va cia ngudi, va trong ban mo ta nay s€ dugce goi 1a “ving khung

mot phan clia ngudi.”

Chéng han, qu4 trinh 1am cho c6 tinh chét giéng ngudi khang thé khang CD100
c¢6 thé duge thuc hién theo phuong phéap clia Winter va cong su (Jones et al., Nature
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al.,
Science 239:1534-1536 (1988)), bang céach thay thé CDR hoic trinh tr CDR ctia gim
nhdm hoic thé dot bién cuia cac CDR nay cho trinh tu cia khéng thé khang CD100 cua
ngudi. Tham khdo U.S. Pat. Nos. 5,225,539; 5,585,089; 5,693,761; 5,693,762,
5,859,205. Khang thé dugc 1am cho c6 tinh chét gidng ngudi khang CD100 hinh thanh
s& bao gdm it nhat mot CDR cua gam nham hodc thé dot bién cua néd trong vung khung

‘hoan toan ctia ngudi clia ving bién di cta chudi nang va/hodc chudi nhe cia khéng
thé duogc 1am cho c6 tinh chét gibng ngudi. Trong mot sd trudong hop, cac gbe trong
ving khung ciia mdt hoic nhiéu ving bién ddi cia khang thé dugc 1am cho c¢6 tinh
chét gidng ngudi khang CD100 dugc thay thé bang cac gbe twong tng khéng phai cia
nguoi (chﬁng' han, cua gdm nhém) (tham khao, chéng han, U.S. Pat. Nos. 5,585,089;
5,693,761; 5,693,762; va 6,180,370), trong truong hop nay khang thé duogc lam cho ¢cé
tinh chét gidng ngudi khang CD100 hinh thanh s& bao gdm ving khung mot phén cia

ngudi trong viing bién d6i ciia chudi ning va/hoic chudi nhe.

Hon nita, khang thé dugc 1am cho cé tinh chit gidng ngudi c6 thé bao gdm cac
gbc khong c6 trong khang thé nhan hosc khang thé cho. Cac bién dbi nay duoc tao ra
dé gia tdng hon nita hi€u ndng ctia khang thé (chcfng han, d& dat dugc &i luc mong
mudn). N6i chung, khang thé dugc 1am cho cé tinh chét gidng ngudi s& bao gdm it
nhét mot, va thuong 14 hai, ving bién dbi, trong do tat ca hodc gz“m nhu tit ca cac CDR
tuong tmg véi CDR ciia globulin mién dich khong phai ctia ngudi va tit ca hoic gin
nhu tit ca ving khung 13 ving khung cta globulin mién dich ciia ngudi. Khang thé
dugc 1am cho c6 tinh chét giéng ngudi tiy ¥ ¢6 thé bao gdm it nhit mot phin cia ving
c¢b dinh ciia globulin mién dich (Fc), thuong 13 ving ¢ dinh cta globulin mién dich
ctia ngudi. Chi tiét, tham khéo Jones et al., Nature 331:522-525 (1986); Riechmann et
al., Nature 332:323-329 (1988); and Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).
Do d6, khang thé “dugc 1am cho c6 tinh chit gidng ngudi” ¢6 thé bao gdm khang thé
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trong d6 mot phdn ving bién ddi ctia ngudi nguyén ven da dugce thay thé bing trinh tyu
turong tmg cia mot loai khong phai ngudi. Trong thuc nghiém, khang thé duge 1am
cho c6 tinh chét gidng nguoi thudng 13 khang thé nguoi trong d6 mét sb gbe trong
CDR va c6 thé 13 mét s§ gbc trong ving khung duoc thay thé bang cic gbc & vi tri
tuong Ung trong khang thé ctia gim nhim. Tham khéo, ching han, U.S. Pat. No.
5,225,539; 5,585,089; 5,693,761; 5,693,762; 5,859,205. Tham khdo U.S. Pat. No.
6,180,370, va Cong bb don quéc té s WO 01/27160, trong d6 khang thé duoc 1am cho
¢6 tinh chét gidng nguoi va k§ thuat dé san xuit khang thé dugc 1am cho c6 tinh chit

giong nguoi cd 4i luc duge cai thién doi véi khang nguyén da bict duge de cap.

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay, thuit ngit “dugce lién két,” “dugc dung
hop,” hodc “qua trinh dung hop” dugce sir dung thay thé cho nhau. Céc thut ngit nay
ding @& chi viéc lién két véi nhau cia hai yéu t6 hodc thanh phan bing mét phuong
phap bét ky bao gdm lién hop héa hoc hoic tai td hop. “Qua trinh dung hop trong
~ khung” ding dé chi viéc lién két cia hai hoic nhiéu hon hai khung doc mé
polynucleotit (ORF) d¢ tao thinh mét ORF lién tuc dai hon, theo kidu van duy tri duoc
khung doc dich ma chinh xac ciia ORF gdc. Do d6, protein dung hop tai té hop 1a
protein chira hai hodc nhiéu hon hai doan trong mg véi polypeptit duoc ma héa béi
cac ORF ban diu (cic doan thuong khong duoc lién hop véi nhau trong tir nhién). Do
dd, mac du khung doc duogc tao ra lién tuc trong toan bd doan dugc dung hop, nhung
cac doan nay c6 thé dugc phan tich vé& mit vat ky hodc vé mit khong gian bing, ching
han, mdt trinh tu lién két trong khung. Chéng han, polynucleotit mi héa CDR cia
ving bién d6i globulin mién dich c6 thé dugc dung hop,trong khung, nhung c6 thé
duogc phén tach bang polynucleotit mi héa it nhit mot ving khung globulin mién dich
hoic cac ving CDR khéc, mién 1a CDR “duoc dung hdp” s€ duogc dﬁ‘)ng dich ma nhu
13 m6t phén cia polypeptit lién tuc.

Trong trudng hop polypeptit, “trinh tur thang” hodc “trinh tu” 13 mot chudi axit
amin trong mdt polypeptit theo hudéng tir ddu amino dén carboxyl trong d6 cac gdc

ndm canh nhau trong trinh tu 1a lién tuc trong cAu trac bac mdt ciia polypeptit.
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A0

Thuét ngir “biéu hién” Nhu duge sir dung trong ban mé ta nay ding d& chi qua
trinh trong d6 gen s& tao ra mot sin phim héa sinh, ching han, polypeptit. Qua trinh
ndy bao gébm qua trinh biéu hién mot thé chirc ning bét ky cia gen trong té bao bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, qué trinh bit hoat gen nhu ca qu4 trinh bidu hién
tam thoi va biéu hién dn dinh. Qua4 trinh nay bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, t
phién mi gen thanh ARN théng tin (mARN), va dich m3 mARN thanh polypeptit. Néu
- san phdm mong mudn cudi cling 13 mét san phdm hoa sinh, thi qué trinh biéu hién bao
gdm viéc tao ra san pham hoéa sinh va c4c tién chéit bit ky. Qua trinh bidu hién cta gen
s& tao ra “san phdm clia gen.” Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, san phim cta
gen c6 thé 13 axit nucleic, chdng han, ARN théng tin duoc san xuét bing qua trinh
pheien ma gen, hodc polypeptit duge dich ma tir ban sao phién ma. San phdm ciia gen
nhu duge d& cdp trong ban mé ta nay con bao gdm axit nucleic c6 cac bién ddi sau
phién mé, chdng han, polyadenyl héa, hodc polypeptit cé cac bién dbi sau dich ma,
chéing han, metyl héa, glycosyl héa, thém lipit, két hop véi céc tiéu don vi protein

khéc, cat protein, va cac bien doi tuong tu.

Nhu dugc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngir “diéu tri” hodc “qua trinh
didu tri” ding @& chi ca qua trinh diéu tri va didu tri ngan ngura hodc diéu tri du phong,
trong d6 muc tiéu 1a ngin nglra hodc 1am cham lai (gidm di) thay d6i hoic rdi loan sinh
1y khong mong muén, nhu qua trinh dién tién cta xo ctng rai rac, viém khép, hodc
ung thu. Két qua 14m sang mong mubn hoic c6 1oi bao gdm, nhung khong chi gidi han
&, gidm triéu chung, gidm mirc d6 cta bénh, 6n dinh (nghia la, khong 1am ning thém)
trang thai ciia bénh, gidm chdm qu4 trinh dién tién cia bénh, lam gidm hodc don gian
- hoéa trang thai cia bénh, va lam thuyén gidam (hoac mot phﬁn hoéc toan bg), co thé phat
hién dugc hodc khong thé phat hién dugc. “Qua trinh didu tri” ciing ¢ thé 12 kéo dai
thoi gian sdng so véi thoi gian sdng du kién néu nhu khéng duoc didu tri. Nhitng bénh
nhan cin diéu trj bao gdm nhirn bénh nhan d4 bi méc bénh hoic réi loan ciing nhu
nhitng bénh nhan dé& bj mic bénh hodc nhimg bénh nhén trong d6 cin ngén nglra bénh

hodc r6i loan nay.

Thuit nglr “doi tuong” hodc “cé thé” hodc “dong vat” hodc “bénh nhin> hodc

“dong vat c6 vii,” ding dé chi mét ddi tuong bét ky, dic biét 1a dong vat c6 v, trong
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do6 can phai thuc hién qud trinh chan dodn, tién lugng hodc diéu tri. Dong vat c6 va
bao gém nguoi, vat nudi, gia sic, va dong vét trong vuon tha, dong vt thé thao, hoic
dong vét canh nhu ch6, meéo, chudt lang, thd, chudt, chudt nhit, ngua, trau, bo, va cac

loai twong tur.

Nhu duge st dung trong ban m6 ta nay, cum tir nhu “d6i tuong s& dugc huong

loi tir viée st dung khang thé khang CD100” va “ddng vét can diu tri” bao gbm ddi

tﬁong, nhu dong vat c6 vi, s& hudng loi tir viée sir dung khang thé khang CD100,

chdng han, d& phéat hién khang polypeptit CD100 (chdng han, trong chdn doén)

| va/hodc tir qué trinh diéu tri, nghia la, giam nhe hojc ngin ngira bénh, bang khang thé
khang CD100. Nhu dugc md ta chi tiét hon trong ban mo ta ndy, khang thé khang

CD100 c6 thé dugc sir dung & dang khong lién hop hoic c6 thé duogc lién hop, ching

“han, v6i dugc chét, tién dugc chét, hodc ddng vi.
II. M6 ta polypeptit dich

Nhu dugc sit dung trong ban md td nay, thudt ngit “CD100” va “polypeptit
CD100” dugce sir dung thay thé cho nhau. Theo mdt sb phuong 4n, CD100 duoc biéu
hién trén bé mit hoic dugc tiét ra boi té bao. Theo mot phuong én khac, CD100 duoc
gin véi mang té Béo. Theo mdt phuong 4n khac, CD100 & dang hoda tan, chdng han,
CD100. Theo mdt phuong 4n khac, CD100 c6 thé bao gdm CD100 nguyén ven hodc
manh ctia n6, hodc bién thé polypeptit CD100, trong d6 manh ciia CD100 hoic bién
thé polypeptit CD100 s& van giit duoc mot vai hodc tit ca hoat tinh ciia CD100 nguyén

ven.

Protein CD100 nguyén ven ctia ngudi 13 mot protein chuyén mang ddng dime
bao gdm hai chudi polypeptit c6 trong lugng 150kDa. CD100 thudc ho semaphorin
ctia thy thé bé mit té bao va ciing duge goi 13 SEMA4D. Ca eema4D/CD100 clia
ngudi va chudt déu dugc cit bing proteaza tir dang chuyén mang dé tao thanh dang
hoa tan c6 trong lugng phan tir 120kDa, chi ra su tdng tai cua hai dang Sema4D
(Kumanogoh et al., J. Cell Science 116(7):3464 (2003)). Semaphorin bao gém céc
protein tan va protein gin mang ban diu duogc xé4c dinh 13 cac yéu t6 dan truyén axon

déng vai trd quan trong trong viéc thiét 14p su lién hé chinh x4c giita noron va dich
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thich hop ctia noron. Cé cu tric duoc coi 13 semaphorin 16p IV, CD100 bao gbm trinh
tu tin hiéu dau cing amino sau d6 13 mot ving ‘Sema’ dic trung, bao gdm 17 gbc
xystein dugc bao todn, mot ving chirc ning gidng nhu Ig, ving kéo cing gidu lyzin,

viung chuyén mang ki nudc, va phan duéi nam trong té€ bao chat.

MB&i chudi polypeptit cia CD100 bao gbm trinh tir tin hiéu khoang 13 axit amin
sau d6 1a ving semaphorin khoidng 512 axit amin, ving giéng globulin mién dich
(gidng Ig) khoang 65 axit amin, ving kéo cing giau lyzin 104 axit amin, ving chuyén
mang ki nudc khoang 19 axit amin, va phin dudi nam trong té bao chit 110 axit amin.
Mot vi tri lién tng dé phosphoryl héa tyrosin trong phan dudi nim trong té bao chét s&

“hd trg qua trinh lién két duge du doan ciia CD100 véi tyrosin kinaza (Schlossman, et

al., Eds. (1995) Leucocyte Typing V (Oxford University Press, Oxford).

Hai loai thu thé d3 duoc xac dinh déi voi CD100. Mot trong s6 d6 1 Plexin-B1,
duoc biéu hién trong md khong bach huyét va d3 dugc chi ra 1a mot thu thé ¢6 ai luc
cao (1InM) dbi véi CD100 (Tamagnone et al., Cell 99:71-80 (1999)). Qua trinh kich
thich CD100 ctia con dudng truyén tin hiéu qua Plexin B1 di duoc chi ra 12 kich thich
qué trinh suy giam dinh sinh truéng ctia noron, va kich thich qua trinh suy giam toan
diéﬁ va qué trinh chét theo chuong trinh ciia t€ bao thin kinh dém it gai (Giraudon et
al., J. Immunol. 172:1246-1255 (2004); Giraudon et al., NeuroMolecular Med. 7:207-
216 (2005)). Sau khi gfn véi CD100, tin hiéu Plexin B1 s& kich thich quéa trinh bt
hoat R-Ras, gin dén sy giam qu4 trinh lién két qua trung gian integrin v&i chit nén
ﬁgbai bao, ciing nhu véi qué trinh hoat héa Rho, din dén sy suy giam té bao do qua
trinh séip xép lai bo khung t& bao. Tham khao Kruger et al., Nature Rev. Mol. Cell
Biol. 6:789-800 (2005); Pasterkamp, TRENDS in Cell Biology 15:61-64 (2005)).

Trong cac moé bach huyét, CD72 dugce st dung la thu thé c6 4i luc thép
(300nM) d6i véi CD100 (Kumanogoh et al., Immunity 13:621-631 (2000)). Té bao B
Vz‘i APC biéu hién CD72, va khang thé khang CD72 cé rat nhiéu tac dung tuong tu nhu
CD100, nhu gia ting d4p tng t& bao B dugc kich hoat béi CD40 va qué trinh san xuét
© CD23 ctia té bao B. CD72 duge cho 14 hoat dong nhu mdt yéu t6 didu hoa 4m tinh ciia
dap tmg té bao B biang cach sir dung tyrosin phosphataza SHP-1, c6 thé lién hop véi
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nhiéu thy thé e ché. Qua trinh tuong tac cia CD100 v6i CD72 din dén su phén ly cia
SHP-1, va sy mét tin hiéu hoat héa 4m tinh. CD100 da dugc chi ra 1a kich thich qua
trinh kich thich té bao T va két tu va sbng s6t ctia t& bao B in vitro. Viéc thém té bao
biéu hién CD100 hoic CD100 s& lam gia ting qu4 trinh ting sinh t& bao B dugc kich
thich béi CD40 va qua trinh san xuét globulin mién dich in vitro, va gia tang dap Umg
khang thé in vivo (Ishida et al., Inter. Immunol. 15:1027-1034 (2003); Kumanogoh va
H. Kukutani, Trends in Immunol. 22:670-676 (2001)). CD100 gia ting qua trinh
truéng thanh cia DC dugc kich thich bdi CD40, bao gdm diéu hoa ting cac phan tir
ddng kich thich va gia ting qua trinh tiét IL-12. Ngoai ra, CD100 c6 thé e ché qua
trinh di cu ciia t& bao mién dich, qua trinh niy c6 thé dugc dao nguoc bang cach thém
khang thé khang CD100 cua chudt (Elhabazi ef al., J. Immunol. 166:4341-4347
(2001); Delaire et al., J. Immunol. 166:4348-4354 (2001)).

Sema4D dugc bidu hién & mirc do cao trong cic co quan bach huyét, bao gém
lach, tuyén tic, va hach bach huyét, va trong céc co quan khong bach huyét, nhu nio,
tim, va than. Trong c4c co quan bach huyét, Sema4D dugc biéu hién nhiéu trén té bao
T nghi nhung dugc biéu hién yéu trén t& bao B nghi va té bio trinh dién khang nguyén
(APC), nhu té bao tua (DC).

Qué trinh hoat héa té bao s& gia ting qua trinh biéu hién trén b& mit cia CD100
cling nhu qué trinh tao ra CD100 hoa tan (CD100). Kiéu biéu hién ciia CD100 chi ra
ring chiing dong vai trd sinh 1y cling nhu bénh hoc quan trong trong hé mién dich.
CD100 da dugc chi ra 1a kich thich qua trinh hoat hoa, két tu va séng s6t cia té bao B;
gia tdng qua trinh ting sinh va san xuit khang thé duoc kich thich bdi CD40; gia tang
dap tmg khang thé véi khang nguyén phu thudc té bao T; gia tdng qua trinh tang sinh
t€ bio T; gia ting qua trinh truéng thanh t& bao tua va c6 kha ning kich thich té bao T;
va c6 lién quan truc tiép trong qua trinh khir myelin héa va qua trinh thoai hoa axon
(Shi et al., Immunity 13:633-642 (2000); Kumanogoh et al., J Immunol 169:1175-1181
(2002); va Watanabe et al., J Immunol 167:4321-4328 (2001)).

Chudt khong ¢6 CD100 (CD100-/-) da tao ra cac bing chimng ring CD100 déng

vai trd quan trong trong ca dap tmg mién dich thé dich va d4p tmg mién dich t& bao.
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Khong c6 mot bat thuong di biét ndo trong md khong bach huyét ciia chudt CD100-/-.
té bao tua (DC) cia chudt CD100-/- c6 kha nang di kich thich kém va biéu hién cac
tén thuong trong qua trinh biéu hién cac phén ti ddng kich thich, ¢6 thé dwgc khoi
phuc bing cich thém CD100. Chudt bi thiéu CD100 (CD100-/-) khong c6 kha ning
phat trién bénh viém ndo tiy tr mién trong thir nghiém dugc kich thich bing
glycoprotein peptit myelin ciia té bao than kinh dém it gai, vi té bao T dic hicu véi
* glycoprotein myelin t& bao thin kinh dém it gai khong dugc tao ra khi khong cé
CD100 (Kumanogoh et al., J Immunol 169:1175-1181 (2002)). Mot luong déng ké
CD100 hoa tan ciing dugc phét hién trong huyét thanh cta chuét MRL/Ipr d& bj méc
~ bénh tr mién (mAu dong vat bénh ty mién toan than nhur SLE), nhung khong cé trong
chudt binh thudng. Hon nita, ndng d6 cia CD100 ¢6 trongquan v6i ndng do cia ty
khang thé va gia ting theo d¢ tudi (Wang et al., Blood 97:3498-3504 (2001)). CD100
hoa tan cling dugc chi ra I tich tu trong dich nfo tiy va huyét thanh cia bénh nhan bi
bénh khir myelin hoa, va CD100 kich thich qua trinh chét theo chwong trinh cua tién té
bao thin kinh da tiém ning ctia ngudi (t& bao Dev), va con trc ché su mé rong clia qua
trinh héy va kichthichs qué trinh chét theo chuong trinh cua t& bio thin kinh dém it gai
cua chudt in vitro (Giraudon et al., J Immunol 172(2):1246-1255 (2004)). Qua trinh
chét theo chuong trinh dugc chidn bdi MAb khang CD100.

III. Khéng thé khang CD100

Khang thé lién két voi CD100 d3 duge md ta trong linh vuc k¥ thudt nay. Tham
khao, ching han, US Publ. No. 2008/0219971 A1, Pon yéu ciu cip bing doc quyén
qubc t& WO 93/14125 va Herold et al., Int. Immunol. 7(1): 1-8 (1995).

Khang thé theo sang ché bao gdm khéang thé khéang CD100 hoic manh lién két
khang nguyén, bién thé, hoic din xuit ciia né lién két voi CD100, chdng han, MAb
2503, MAD 67, va MAb 76. Theo mdt sé phuong 4n khang thé khang CD100 lién két
v6i CD100 cua nguoi, cia chudt hodc ciia ngudi va chudt. Theo cac phuong an khéc,
khang thé khang CD100 chin qué trinh lién két cia CD100 v6i thu thé cia no, chdng

han, Plexin-B.
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Theo mot phuong 4n, sang ché d& cdp dén phan tir lién két duoc phéan lép,
ch(‘l:ng han, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta né, lién két dic hiéu véi
epitop CD100 twong tu nhur khang thé don dong 2503, 67, hodc 76. Theo mot phuong
4an khac, sang ché dé cap dén phén tir lién két dugc phan 13p, ching han, khang thé
hoic manh lién két khang nguyén ctia n6, lién két dic hiéu véi CD100, va tc ché canh
tranh véi khang thé don dong 2503, 67, hodc 76 trong qué trinh lién két dic hidu véi

CD100, chc‘;ng han, CD 100 cuia ngudi, ciia chudt hodc ctia ngudi va chudt.

Theo mét sé phuong 4n, phan tir lién két theo sang ché co trinh tir axit amin ¢6
d6 twong déng it nhit about 80%, khoang 85%, khoang 88%, khoang 89%, khoang
90%, khoang 91%, khoing 92%, khoang 93%, khoang 94%, hodc khoang 95% so véi
trinh tyr axit amin cta khéng thé khang CD100 d6i chitng. Theo mot phuong an khac,
phan tir lién két c6 dd tuong dong vé trinh tir it nhit khoang 96%, khoang 97%,
khoang 98%, khoang 99%, hodc 100% so vé6i khang thé dbi chimg.

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé cap dén khang thé phén 14p hodc manh
lién két khdng nguyén ctia n6 bao gbm, vimg bién dbi chudi ning globulin mién dich
(ving VH), trong d6 it nhat mot trong s cac CDR cuia vung VH ¢6 trinh ty axit amin
c6 do twong ddng it nhit khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%, khoang 95%,
khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoing 99%, hoic giéng véi CDR1, CDR2
hodac CDR3 ctia SEQ ID NO: 9 hoic 10.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé cap dén khang thé phan 1&p hodc manh
lién két khang nguyén cua né bao gbm, bao gdm chu yéu, hoic bao gb6m ving bién dbi
chudi nng globulin mién dich (ving VH), trong d6 it nhit mét CDR ciia ving VH c6
trinh ty axit amin c6 d§ twong ddng it nhit khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%,
khoang 95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoing 99%, hoic giéng véi
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, hodac SEQ ID NO: 8.

Theo mot phuong 4n khic, sang ché dé cap dén khang thé phan 18p hodc manh
lién két khang nguyén ciia né bao gbm, bao gdm chu yéu, hodc bao gdm an ving bién

ddi chudi ning globulin mién dich (ving VH), trong d6 it nhit mot CDR ctia ving VH
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¢6 trinh tu axit amin giéng, trir 1, 2, 3, 4, hodc 5 dot bién thay thé axit amin bao toan,
voi SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, hodac SEQ ID NO: 8.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén khang thé phan 1ap hodc manh
- lién két khang nguyén ciia n6 bao gdm, bao gém chu yéu, hodc bao gdm ving VH ¢6
trinh tur axit amin c6 do twong ddng it nhit khoang 80%, khoing 85%, khoang 90%,
khoang 95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hoic gidng véi
SEQ ID NO: 9 hozc SEQ ID NO: 10, trong d6 khang thé khang CD100 bao gdm vung

VH duoc mé hoa lién két dic hiéu hodc lién két vu tién véi CD100.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén khang thé phan l4p hoic manh
lién két khang nguyén cua né bao gém, bao gdm chu yéu, hoic bao gdm ving bién d6i
) chudi nhe globulin mién dich (vimg VL), trong d6 it nhat mdt CDR ciia ving VL ¢d
tfmh tu axit amin c6 do twong ddng it nhit khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%,
khoéng 95%, khodng 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hoic gibng vdi
CDR1, CDR2 hodc CDR3 of SEQ ID NO: 17 hoic 18.

Theo mdt phuong 4n khéc, séng ché dé cap dén khang thé phén l4p hodc manh
lién két khang nguyén ctia né bao gém, bao gdm chu yéu, hoic bao gbm ving bién dbi
chudi nhe globulin mién dich (ving VL), trong d6 it nhdt mot CDR cia ving VL ¢6
trinh tu axit amin c6 d¢ twong ddng it nhit khoang 80%, khoang 85%, khodng 90%,
khodng 95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hoic gibng voi
-SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, hodc SEQ ID NO: 16.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén khang thé phén l4p hodc manh
lién két khang nguyén cia né bao gdm, bao gdm chu yéu, hodc bao gbm ving bién ddi
chudi nhe globulin mién dich (ving VL), trong d6 it nhit mot CDR cia ving VL ¢6
trinh tu axit amin giéng, trir 1, 2, 3, 4, hodc 5 dot bién thay thé axit amin bao toan, voi
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, hodc SEQ ID NO: 16.

. Theo mot phuong 4n khéc, séng ché bao goms khang thé€ phan l4p hoic méanh
lién két khang nguyén ctia n6 bao gom, bao gom chi yéu, hodc bao gom ving VL ¢b

trinh tu axit amin c6 do trong dong it nhit khoang 80%, khoing 85%, khoang 90%,
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khoang 95%, khoéng 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hoic giéng véi
SEQ ID NO: 17 hoic SEQ ID NO: 18, trong d6 khang thé khang CD100 bao gbm

ving VL duoc ma héa lién két dic hiéu hodc lién két vu tién véi CD100.

Céc bién thé c6 hoat tinh sinh hoc thich hop ciia khang thé khang CD100 theo
sang ché co thé dugc sir dung trong phwong phép theo sang ché. Céc bién thé nay sé&
duy-tri hoat tinh lién két mong muébn ctia khang thé khang CD100 gbc. Phuong phap
t30 ra cac bién thé khang thé nay 1a d biét trong linh vuc k¥ thuét nay.

Phuong phap gy dot bién va bién dbi trinh tir nucleotit d3 duoc biét rd trong
linh vuc k¥ thuat nay. Tham khao, chfmg han, Walker va Gaastra, eds. (1983)
Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, New York);
Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985); Kunkel et al., Methods
Enzymol. 154:367-382 (1987); Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor, N.Y.); U.S. Pat. No. 4,873,192; va céc tai
liéu tham khao dugc vién din trong d6. Huéng din dé gy dot bién thay thé axit amin
thich hop khong dnh huéng dén hoat tinh sinh hoc ctia polypeptit cin quan tim c6 thé
duoc tim thdy trong mé hinh cta Dayhoff et al. (1978) trong Atlas of Protein Sequence
and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.), pp. 345-352. Mé hinh
ctia Dayhoff et al. st dung ma trin twong ddng axit amin dot bién diém (PAM) (ma
trin PAM 250) dé xac dinh cac dot bién thay thé axit amin bao toan thich hop. Céc
thay thé bao toan, nhu chuyén dbi mot axit amin thanh mot axit amin khac cé hoat tinh
tuong tu, c6 thé dugc vu tién. Vi du vé& dot bién thay thé axit amin bao toan nhu dugc
giai thich trong ma tran PAM 250 ctia md hinh Dayhoff et al. bao gém, nhung khong
chi giéi han &, Gly—Ala, Valelle—Leu, Asp—Glu, Lys«—>Arg, Asn<Gln, va
Phe—Trp—Tyr.

Trong qué trinh thiét ké bién thé ctia phan tir lién két khang CD100, chdng han,
khéng thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né, polypeptit cin quan tim, cac bién
dbi s& dugce tao ra sao cho bién thé vin ¢6 hoat tinh mong mudn, chcfng han, c6 kha
nang li€n két dic hidu voi CD100, chéng han, CD 100 cia ngudi, ciia chudt hoic cua

nguoi va chudt, chang han, duge biéu hién trén bé mat ciia hodc duoc ti€t bai té bao va
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c¢6 hoat tinh chan CD100, nhu duoc dé cap trong ban mo ta nay. Hién nhién, mot dot
bién bét ky dugc tao ra trong ADN mi héa bién thé polypeptit khong thé thay thé trinh
ti ngoai khung doc va tét hon 14 khéng tao ra ving bd sung c6 thé tao ra mot ciu triic

mARN thir hai. Tham khio Cong b don yéu-ciu cip bang chau Au sb 75,444.

Phuong phap do d6 dic higu lién két cta phén tir lién két khang CD100, ching

‘han, khéng thé hosc manh lién két khang nguyén ciia né bao gdm, nhung khong chi

giéi han &, thir nghiém lién két canh tranh tiéu chuln, thir nghiém theo doi qua trinh

tiét globulin mién dich bai té bao T hoic té bao B, thir nghiém ting sinh t& bao T, thir

”nghiém qua trinh chét theo chuong trinh, thir nghiém ELISA, va c4c thir nghiém tuong

| tir. Tham khao, ching han, c4c thir nghiém dugc dé cap trong WO 93/14125; Shi et al.,

Immunity 13:633-642 (2000); Kumanogoh et al., J Immunol 169:1175-1181 (2002);

Watanabe et al., J Immunol 167:4321-4328 (2001); Wang et al., Blood 97:3498-3504
(2001); va Giraudon et al., J Immunol 172(2):1246-1255 (2004).

Khi dugc thao lun trong ban md ta ndy liéu mot polypeptit cu thé bat ky, bao
gdm ving ¢b dinh, CDR, ving VH, hoic ving VL dugc d& cap trong ban md ta nay,
c6 do tuong ddng it nhat khoang 65%, khoang 70%, khoang 75%, khoang 80%,
khodng 85%, khodng 90%, khoang 91%, khoang 92%, khoang 93%, khoang 94%,
khoang 95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hoic thim chi 13
khoang 100% vé&i mot polypeptit, thi % tuong ddng c6 thé dwoc danh gia bing cac
phuong phép va chuong trinh/phdn mém may tinh di duogc biét 5 trong linh vyc k¥
thudt ndy nhu, nhung khong chi giéi han &, chuong trinh BESTFIT (Wisconsin
- Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group,
University Research Park, 575 Science Drive, Madison, Wis. 53711) hay khong.
BESTFIT str dung thudt toan do twong ddng tai chd ctia Smith va Waterman (1981)
Adv. Appl. Math. 2:482-489, @ tim ra doan c6 d6 trong ddng 16n nhét gifta hai trinh
ty. Khi stt dung BESTFIT hoic mét chuong trinh xép thing trinh tu bit ky khac dé
danh gia liéu mot trinh tw cu thé, chéng han, c6 d6 tuong déng 95% véi mot trinh tu
dbi chung theo sang ché hay khong, cac tham sb s& dugc cai dat, tht nhién 12 sao cho ty

1& phén tram d6 twong ddng s& dugc tinh trén toan b trinh tur polypeptit d6i ching va
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cac 16 héng trong do twong ddng khong vurot qua 5% tdng sb axit amin trong trinh tu

dbi chung.

Theo muc tiéu ciia sang ché, ty 18 phan trim do twong ddng trinh tu c6 thé duge
x4c dinh sir dung thuit toan tim kiém d6 tuvong ddng Smith-Waterman sir dung tim
kiém 15 héng affin v6i 46 m& doan tréng 13 12 va mirc d6 mé rong doan tréng 13 2,
BLOSUM matrix 13 62. Thuat toan tim kiém do twong ddng Smith-Waterman dugc
giai thich trong tai liéu Smith and Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482-489.
Ching han, bién thé c6 thé khac véi khang thé khang CD100 d6i chimg (chdng han,
MADb 2503, 67 hoic 76) khoang 1 d&én 15 axit amin, 1 dén 10 axit amin, nhu 6 dén 10,

5,4,3,2 hoacthamchila 1 géc axit amin.

Céu tric héa hoc chinh xé4c ciia polypeptit ¢6 kha nang lién két dic hiéu véi
CD100 va duy tri dugc hoat tinh chin CD100 mong mudn phu thudc vao mot sb yéu
t6. Nhu nh6m amino va carboxyl c6 kha ning ion héa c6 trong phén tir, mot polypeptit
cu thé c6 thé thu dugce tir & dang mudi axit hoic mubi bazo, hodc ¢ dang trung hoa. T4t
cd cac dang bao ché ndy van giit dugc hoat tinh sinh hoc khi dugc cho vao mdt méi
truong thich hop c6 trong dinh nghia ciia khang thé khang CD100 Nhu dugc st dung
trong bin md ta ndy. Hon nita, trinh tu axit amin so cdp ctia polypeptit c6 thé duoc gia
ting bang cach tao dan xuét sir dung cac gbc duong (glycosyl hoa) hodc bang cac phan
tir bd trg khac nhu lipit, phosphat, nhém axetyl va cic nhom twong tir. N6 cling c6 thé
dugc gia ting bang cach lién hop véi saccharit. Mot s6 khia canh ciia phuong phép gia
taing nay duoc thyuc hién théng qua cac hé thdng xir Iy sau dich m3 cta vét cha; cac
bién dbi khac c6 thé duogc dwa vao in vitro. Trong bt ky mot khia canh ndo, cac bién
d6i nay dugc bao gdm trong dinh nghia cta khang thé khang CD100 duge st dung
trong ban md ta nay mién 13 hoat tinh mong muén ctia khang thé khang CD100 khong
bi pha hity. C6 thé ky vong ring cac bién ddi nay s& 4nh hudng mot cach dinh tinh
hoic dinh lugng dén hoat tinh, bing cach gia ting hodc loai bé hoat tinh cia
polypeptit, trong c4c thir nghiém khéc nhau. Hon nita, tirng gbc axit amin cu thé trong
chudi c¢6 thé duge bién ddi bang phwong phap oxi hoa, khir, hodc cac phuong phép tao
din xuit khac, va polypeptit c6 thé dugc phan cit dé tao ra manh van duy tri duoc hoat

tinh. Céc bién ddi nay khong phé hity hoat tinh mong mubn (chdng han, d6 dic hiéu
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lién két ddi v6i CD100, 4i luc lién két, va hoat tinh chin CD100) khong loai bé trinh
tu polypeptit ra khéi dinh nghia ctia khang thé khang CD100 cin quan tim Nhu dugc

str dung trong ban mo ta nay.

Trong linh vuc k¥ thuat nay, da cé mot ) huéng din co ban lién quan dén viée
tao ra va sir dung bién thé polypeptit. Trong qua trinh tao ra phan tir lién két khang
CD100, chdng han, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia no, bién thé,
chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay c6 thé xac dinh mét cach d& dang cac bién dbi
nao cin dugce thuc hién véi trinh tu nucleotit hodc trinh ty axit amin cta protein géc S&
tao ra bién thé thich hop dé st dung l1a mot hoat chét diéu tri trong dugc phém duoc st

dung trong phuong phép theo sang ché.

Ving c¢b dinh ctia khang thé khang CD100 c6 thé duge giy dot bién dé bién ddi
chirc nang hiéu tmg theo mot s cach khac nhau. Ching han, tham khéo U.S. Pat. No.
6,737,056B1 va U.S. Patent Application Publication No. 2004/0132101A1, d& cap dén
quz’i trinh gdy dot bién Fc c6 kha nang t6i ru muc do lién két ca khang thé véi thu thé
Fc.

Trong mot s& khang thé khang CD100, phan Fec c6 thé dwoc gay dot bién dé
giam chirc ning hiéu ung bing cach sir dung céc k¥ thut di biét trong linh vuc ky
thuat nay. Chéng han, loai bd hodc bat hoat (thong qua phuong phap giy dot bién diém
hoic c4c phuong phap khac) ving cb dinh c6 thé 1am gidm kha nang lién két voi thy
thé Fc clia khang thé duoc bién dbi trong hé tudn hoan nh do gia tang mac ¢ khu tra
ctia khang thé trong khdi u. trong cac trudong hop khéc, c6 thé bién dbi ving cé dinh
phi hop @ bién dbi kha ning lién két v&i bd thé va do d6 c6 thé giam thoi gian bén
hity trong huyét twong va cac lién két khong dic hiéu cta cac do td t& bao duoc lién
hop. Cac bién dbi ving cb dinh khéc ciing c6 thé duoc st dung dé bién déi lien két
disulfit hodc céc gbc oligosaccarit cho phép gia ting mirc d6 khu tr do gia tang d6 dic
hiéu v6i khdng nguyén hogc mtic do linh hoat ctia khang thé. Hoat tinh sinh 1y, sinh
kha dung va cé4c tic dung hoa sinh khéc clia bién thé, nhu kha ning khu tra trong khéi

u, kha nang phan b sinh hoc va thdi gian ban hity trong huyét twong, c6 thé d& dang
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dugc do va dinh luong sir dung cac k¥ thuat mién dich da biét ma khong can mét qua

trinh thir nghiém khong cin thiét nio.

Khang thé khang CD100 theo sang ché ciing bao gbm din xuét duge bién ddi,
chéing han, bang cach lién két ddng hoa tri mot loai phan tir bt ky voi khéng thé sao
cho qué trinh lién két ddng hoéa tri khong ngan khang thé lién két dic hiéu véi epitop
cling ho ctia n6. Ching han, mét cach khong han ché, dan xuét khang thé bao gdm
khang thé di dugc bién ddi, ching han, bang cich glycosyl hoa, axetyl hoa, peg hoa,

- phosphoryl héa, amit héa, tao din xuit bang cic nhém bao vé/nhém phong bé da bibt, -
cit phéan giai protein, lién két véi mot phéi tir ngoai bao hoic cac protein khéc, v.v..
Mot trong s6 rit nhiéu phuong phap bién dbi hoa hoc c¢b thé duge thuc hién bang cac

k¥ thuat di biét, bao gdm, nhung khong chi gi6i han phan cit hoa hoc dic hiéu, axetyl
7 héa, formyl héa, v.v.. Ngoai ra, ddn xuit c6 thé chira mét hodc nhiéu axit amin khong

cO dién.

Mbt “thay thé axit amin bao toan” 13 mot thay thé axit amin trong d6 gdc axit
amin s& duoc thay thé bang mot gdc axit amin c6 chudi bén c6 dién tich tuong tu. Cac
ho gbc axit amin c6 chudi bén c6 dién tich tuong tu da dugce xac dinh trong linh vyc
k¥ thuat ndy. Cac ho nay bao gdm axit amin ¢6 chudi bén c6 tinh bazo (chdng han,
lyzin, arginin, histidin), chudi bén c6 tinh axit (chdng han, axit aspartic, axit glutamic),
chudi bén phan cuc khong tich dién (chdng han, glyxin, asparagin, glutamin, serin,
threonin, tyrosin, xystein), chudi bén khong phan cuc (chéng hgn, alanin, valin, loxin,
isoloxin, prolin, phenylalanin, metionin, tryptophan), chudi bén ph4an nhanh beta
(chﬁng han, threonin, valin, isoloxin) va chudi bén thom (chéng han, tyrosin,
phenylalanin, tryptophan, histidin). Theo mot cach khac, dot bién c6 thé duoc dua vao
mot cach ngau nhién doc theo mot phén hodc toan bd trinh ty ma hoéa, nhu béng
phuong phap gdy dot bién bdo hoa, va thé dot bién hinh thanh c6 thé duge sang loc
hoat tinh sinh hoc dé x4ac dinh thé d6t bién van giit dugc hoat tinh (chdng han, kha
nang lién két v&i khang polypeptit CD100).

Ching han, c6 thé chi dua dot bién vio ving khung hodc vung CDR cua phan

to khang thé. Dot bién duoc dua vao co thé 1a dot bién khong c6 tac dung hodc neutral
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missense dot bién, nghia la, khong ¢, hodc c6 rat it tac dung 1én kha ning lién két véi
khang nguyén ctia khing thé. Cac loai dot bién nay c6 thé 13 hitu dung dé t6i wu viéc
sir dung mi bo ba, hoic ting cudng kha ning san xuit khang thé cia té bao lai. Theo
mot cach khéc, cac non-neutral missense dot bién c6 thé bién ddi kha nang lién két véi
kﬁéng nguyén clia khang thé. Vi tri ctia hdu hét cac dot bién khong c6 tac dung va dot
Bié’n missense trung tinh c¢6 kha nang nim trong ving khung, trong khi vi tri ctia hiu -
hét cac non-neutral missense dot bién c6 kha ning nim trong CDR, mic du didu nay
khong phai 12 mét yéu cu tuyét dbi. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thut nay s& c6 kha
nang thiét k& va thir nghiém phan tir d6t bién co6 hoat tinh mong muén nhu khong bién
dbi hoat tinh lién két khang nguyén hoic thay dbi hoat tinh lién két (chdng han, cai
thién hoat tinh lién két v6i khang nguyén hoic thay dbi do dic hiéu khang thé). Sau
khi gy dot bién, protein dugc mi héa c¢6 thé dugc biéu hién thuong xuyén va cé hoat
tinh sinh hoc va/hodc chirc ning clia protein dugc mi hoéa, (chdng han, kha ning lién
két ddc hiéu mién dich véi it nhat mdt epitop cia polypeptit CD100) c6 thé dugc danh
gia bang cach sir dung cac k¥ thuat dugce d& cép trong ban mé ta ndy hogc bing cac k§

thuat bién d6i thong thudong da biét trong linh vue k¥ thuét ndy.

Theo mét sb phuong an, khang thé khang CD100 theo sang ché bao gbm it nhat
mot ving quyét dinh b thé duge t8i wu (CDR). Thuit ngir “CDR duoc ti uvu” dugc
ding dé chi CDR di dugc bién dbi va trinh tu t8i wu duoc chon dua trén &i luc lién két
va/hodc hoat tinh khang CD100 dugc bao toan hoic duge gia ting s& duge chuyén cho
khang thé khang CD100 bao gdm CDR duoc téi wu. “Hoat tinh khang CD100” hoic
“hoat tinh chin CD100” c6 thé bao gdm hoat tinh didu bién mot hodc nhidu cac hoat
tinh sau lién quan dén CDIOO: qué trinh hoat héa, két tu va séng sét té bio B; qua trinh
tang sinh va qua trinh san xuit khang thé dugc kich thich bai CDA40; déap ung khang
thé voi khéng nguyén phu thudc té bao T; qua trinh ting sinh té bao T hodc cac té bao
mién dich khéc; qué trinh trudng thanh t& bio tua; qué trinh khir myelin héa va qua
trinh thodi héa axon; qua trinh chét theo chuong trinh tién t€ bao thin kinh va/hoic té
bao than kinh dém it gai da tiém nang; kich thich su di cu ctia té bao nodi bi; tre ché qua
trinh di cu tu phét cia té bao don nhén; lién két v6i plexin B1b& mit té bao; hodc cac

hoat tinh bat ky di kém v6i CD100 hoa tan hodc CD100 dwgc biéu hién trén bé mit
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ctia t& bao CD100+. Hoat tinh khang CD100 ciing c6 thé duoc quy cho su giam ty 1€
méc bénh hoic mirc dd nghiém trong ciia bénh lién quan dén qué trinh biéu hién
CD100, bao gém, nhung khong chi gi¢i han &, mét s6 loai u lympho, bénh tu mién,
bénh viém bao gdm hé than kinh trung wvong (CNS) va bénh viém hé thin kinh ngoai
bién (PNS), thai ghép, va tao mach xam nhap. Vi du vé& khang thé dugc t6i wu dya trén
MAb khang CD100 BD16 va BB18 cda chudt, dugc mo tad trong US Publ. No.
2008/0219971 A1, Pon yéu ciu cép bing doc quyén qubc t& WO 93/14125 va Herold
et al., Int. Immunol. 7(1): 1-8 (1995). Cac bién ddi c6 thé bao gdm viéc thay thé cac
gbc axit amin trong CDR sao cho khang thé khang CD100 van giit dugc dd dic hiéu
dbi véi khang nguyén CD100 va c6 ai luc lién két dugc cai thién va/hodc hoat tinh
khang CD100 dugc cai thién.

IV. Polynucleotit ma héa khang thé khang CD100

Séang ché ciing @& cap dén phan tir axit nucleic ma héa khang thé khéng CD100

theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xuit cia né.

Theo mdt phuong 4n, séng ché d& cap dén polynucleotit dwoc phan 1ap bao
gdm, bao gdm chil yéu, hodc bao gdm axit nucleic m3 hoa ving bién dbi chudi ning
globulin mién dich (viing VH), trong d6 it nhat mot CDR ciia ving VH c6 trinh tu axit
amin c6 do tuong ddng it nhit khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%, khoang 95%,
khodng 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hoic gidng véi trinh tu
polynucleotit dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, hoic SEQ
ID NO: 5.

Theo cac phuong 4n khéc, sang ché dé cip dén polynucleotit duogc phén 18p bao
gbm, bao gébm chu yéu, hodc bao gdm axit nucleic ma héa ving VH globulin mién
dich, trong do it nhit mot CDR cia vung VH dugc chon tir nhom bao gém: (a) CDR1
bao gdm trinh tyr axit amin dugc thé hién trén SEQ ID NO: 6; (b) CDR2 bao gdm trinh
tu axit amin dugc thé hién trén SEQ ID NO: 7; va (¢c) CDR3 bao gém trinh ty axit
amin dugc thé hién trén SEQ ID NO: 8.
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Theo mot phwong 4n khéc, sang ché dé cép dén polynucleotit dugc phan lap
bao gbm, bao gdm chi yéu, hodc bao gdm axit nucleic ma héa ving VH ¢6 trinh tur
axit amin c6 d6 twong ddng it nhat khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%, khoang
95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hoic giéng véi trinh tur
polypeptit ving VH d6i chiing bao gdm SEQ ID NO: 9 hozc SEQ ID NO: 10, trong d6
khang thé khang CD100 bao gdm ving VH dugc ma hoéa lién két dic hiéu hodc lién
két uu tién véi CD100.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cép dén polynucleotit dugc phan 14p bao
gbm, bao gdm chu yéu, hodc bao gdm axit nucleic ma héa ving bién dbi chudi nhe
globulin mién dich (ving VL), trong d6 it nhit mot CDR ctia ving VL c¢6 trinh tur axit
amin c6 d6 twong ddng it nhat khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%, khoang 95%,
khoidng 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hodc giéng véi trinh tur
polynucleotit dugc chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, va SEQ
ID NO: 13.

Theo cac phuong 4n khac, sang ché dé cap dén polynucleotit duge phén 14p bao
gbm, bao gdm chit yéu, hoic bao gém axit nucleic ma héa globulin mién dich ving
VL, trong d6 it nhat moét CDR ciia ving VL duogc chon tir nhém bao gdém: (a) CDR1
bao gdm trinh ty axit amin dugc thé hién trén SEQ ID NO: 14; (b) CDR2 bao gdm
trinh tu axit amin duoc thé hién trén SEQ ID NO: 15; va (c) CDR3 bao gdm trinh tu
axit amin dugc thé hién trén SEQ ID NO: 16.

Theo mdt phuong an khac, sang ché d& cép dén polynucleotit duoc phén lap
bao gbm, bao gdm chi yéu, hodic bao gdm axit nucleic mi héa ving VL ¢4 trinh tu
axit amin c6 do twong ddng it nhit khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%, khoang
95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99%, hoic gidng vdi trinh tir
polypeptit ving VL déi ching bao gdbm SEQ ID NO: 17 hoic SEQ ID NO: 18, trong
d6 khang thé khang CD100 bao gdm viing VL dugc ma héa lién két dic hiéu hodc lién
két uu tién v6i CD100.

Mot polypeptit bit ky néu trén con bao c6 thé bao gbm axit nucleic bd trg, ma

héa, chdng han, peptit tin hiéu dé didu khién qua trinh thiét caa polypeptit dugc ma
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héa, ving ¢ dinh cta khang thé nhu dwgc @& cap trong ban md td nay, hodc cac
polypeptit khac loai nhu dugc dé cip trong ban mé ta nay. Tuong tir, nhu duge md ta
chi tiét & déy, sang ché dé cap dén dugc phim bao gém mét hodc nhiéu polypeptit néu

trén.

Theo mot phuong 4n, séng ché @& cap dén duoc phim bao gbm polynucleotit
thir nh4t va polynucleotit thir hai trong d6 polynucleotit thit nhit ma héa vung VH nhu
dugc d& cap trong ban md ta ndy va trong d6 polynucleotit thir hai ma hoéa ving VL
nhu dugc dé cdp trong ban mo ta nay. Cu thé, duge phém chira, bao gém chua yéu,
hoic bao gdbm viing VH-polynucleotit ma héa, nhu dugc thé hién trén SEQ ID NO: 19
hodc SEQ ID NO: 20, va viing VL-polynucleotit ma héa, chiang han, polynucleotit ma
héa ving VL nhu dugc thé hién trén SEQ ID NO: 21 hoac SEQ ID NO: 22.

Sang ché ciing d& cép dén manh polypeptit theo sang ché, nhu dugc md ta theo

sang ché. Ngoai ra, polynucleotit ma héa polypolypeptit dung hgp, manh Fab, va cac r

dan xuét khic, nhu duge dé cap trong ban mo ta nay, ciing duoc dé cép theo sang cheé.

Polypeptit c6 thé dugc san xudt boi mot phuwong phap bét ky d biét trong linh
vuc k§ thuat niy. Ching han, néu trinh tr nucleotit cta khang thé 1a d3 biét,
polynucleotit ma héa khang thé ¢6 thé dugc téng hop tl‘l: cac oligonucleotit duoc tong
hop hoéa hoc (chcfng han, nhu dugc dé cip trong Kutmeier et al., Bio Techniques
17:242 (1994)), theo d6, phuong phéap bay bao gdm viée tdng hop cac oligonuclectit
gbi dAu nhau chira cic phin khac nhau cia trinh tw m3 héa khéng thé, 0 va gin cac

oligonucleotit véi nhau, va sau d6 khuéch dai oligonucleotit vira tao thinh bang PCR.

Theo mdt cach khac, polynucleotit ma héa khang thé khang CD100, hoic manh
lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xuét ctia n6 theo sang ché, c6 thé dugc tao ra
tir axit nucleic tr mot ngudn thich hgp. Néu thé tich dong chira axit nucleic ma héa
mdt khang thé cu thé 1a khong kha dung, nhung trinh tu ctia phan tir khang thé 1a d3
biét, axit nucleic ma héa khang thé c6 thé dugc tbng hop héa hoc hoic thu duge tir mot
ngudn thich hop(chdng han, ngan hang ADN bd trg khang thé, hodc ngan hang ADN
bd trg dugc tao ra ti, hodc axit nucleic, thudng 1a poly A+ARN, dugc phén 14p tir, mot

mb hodc té bao bt ky biéu hién khang thé hoic khang thé khang CD100 khéc, nhu té
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bao lai dugc chon dé biéu hién khang thé) bang cach khuéch dai PCR sir dung mdi
téng hop c6 kha ning lai véi dau 3' va 5' cua trinh tu hodc bing phuong phép tach
dong st dung doan do oligonucleotit dic hiéu déi vdi mot trinh tur gen cu thé dé xac
dinh, ching han, thé tach dong ADN b trg tir ngan hang ADN bd trg mi héa khang
thé hoic cac khang thé khang CD100 khac. Axit nucleic duge khuéch dai duge tao boi
PCR sau d6 c6 thé dugc tach dong vao vecto tdch dong c6 kha nang tu sao sir dung -

mot phuong phép bat ky da biét trong linh vuce k¥ thuat nay.

Khi trinh tu nucleotit va trinh ty axit amin ctia khang thé khang CD100, hoic
ménh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xuit ctia né duge xac dinh, trinh tu
nucleotit ctia n6 thé dwgc bién dbi bing cach sir dung céc phuong phép d3 biét trong
linh vuc k¥ thuit nay dé bién ddi trinh tu nucleotit, chdng han, k§ thuit ADN t4i td
hop, tao dot bién dic hidu vi tri, PCR, v.v.. (tham khao, chéng han, k¥ thuat dugce dé
cip trong Sambrook et al. (1990) Molecular Cloning, A Laboratory Manual (2nd ed.;
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.) va Ausubel et al., eds.
(1998) Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, NY)), dé tao ra
khang thé ¢6 trinh ty axit amin khac, chéng han dé tao d6t bién thay thé, loai bo

va/hodc thém axit amin.

Polynucleotit ma héa phéan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé,
‘hodic manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xuét cua né, c6 thé dugc tao bédi
ﬁolyribonucleotit hoic polydeoxyribonucleotit, c6 thé 14 ARN hoic ADN khong dugc
bién ddi hodc ARN hodc ADN dugc bién déi. Ching han, polynucleotit m3 héa khéng
thé khang CD100, hoic manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xuit cia no c6
thé dugc tao bdi ADN soi don hoic soi kép, ADN 13 hdn hop cla cac viung soi don va
sgi kép, ARN soi don hoic soi kép, va ARN 13 hdn hop cua céc vung sgi don va soi
kép, phan tir lai bao gdbm ADN va ARN c6 thé 1a sgi don hoic soi kép hodc hdn hop
clia cac vung s¢i don va s¢i kép. Ngoai ra, polynucleotit md héa phan tir lién két khang
CD100, chdng han, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén, bién thé, hoac dan
xudt ciia né c6 thé dugc tao bdi ving sgi ba bao gﬁ‘)m ARN hoic ADN hoic both ARN
va ADN. Polynucleotit ma héa phan tir lién két khang CD100, chdng han, khing thé,

hodc manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc dan xuit cla no, ciing c6 thé chira
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mot hodc nhiéu bazo bi bién dbi hodc bd khung ADN hodc ARN dugc bién dbi do tinh
bn dinh hodc vi cc 1y do khac. Bazo “duogc bién dbi” bases bao gﬁ“)m, chéng han, bazo
dugc trityl hoa va bazo khong phd bién nhu inosin. Mot loat cac bién ddi khéc ciing c6
- thé duoc tao ra véi ADN va ARN; do do, “polynucleotit” bao gdm ca dang dugc bién

dbi v& mat hoa hoc, hoat tinh enzym hoic chuyén héa.

Polynucleotit dugc phan 14p ma hoa bién thé khong tw nhién cua polypeptit thu
duge tir globulin mién dich (chdng han, phin chudi ndng hodc phﬁn chudi nhe cua
globulin mién dich) c6 thé dugc tao ra bing cich dua vao mdt hodc nhiéu thay thé,
- thém hodc bét nucleotit vao trinh tr nucleotit ctia globulin mién dich sao cho mét hoic
nhiéu dot bién thay thé, thém hoic b6t axit amin duge dua vao protein dugc ma hoa.
Dot bién ¢6 thé duoc tao ra béng cac k¥ thuit tiéu chun, nhu dot bién diém va bot
bién bang PCR. Tét hon, néu dot bién thay thé axit amin béo toan dugc tao ra & mot

ho#c nhidu vi trf axit amin khong thiét yéu.
V. Protein dung hop va thé lién hop khang thé

Nhu duge ban lun chi tiét hon trong ban mo td nay, Phan tr lién Kkét khéang
CD100, chdng han, khang thé theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén, bién
thé, hodc din xuit ctia n6, con c6 thé duoc dung hop tai td hop véi polypeptit khac 6A
da“m N- hodc C hodc dugc li€n hop héa hoc (bao gém lién hop ddng hoéa tri hoidc khong

~ddng hoa tri) véi polypeptit hodc cac thanh phin khac. Chéng han, khang thé khang

CD100 c6 thé dugc dung hop tai té hop hodc lién hop véi phan tir hitu dung 1am chét
dénh diu trong thir nghiém phat hién va phan tir hidu ing nhu polypeptit khéc loai,
duge chit, nuclit phéng xa, hodc doc t6. Tham khao, chcfng han, Cong bd PCT WO
92/08495; WO 91/14438; WO 89/12624; Patent My 56 5,314,995; va EP 396,387.

Khang thé khang CD100 theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén, bién
thé, hodc dan xuit cia né, may bao gém dan xuét dugc bién dbi, nghia la, béng cach
lién két ddng hoa tri v&i mot loai phan tir bat ky sao cho lién két ddng hoéa tri khong
ngén ngira qua trinh lién két ctia khang thé khang CD100. Ching han, theo cach khong
han ché, din xuit khéng thé bao gbm khang thé da duoc bién dbi, chdng han, bing

cich glycosyl héa, axetyl hoa, peg hoa, phosphoryl héa, amit héa, tao din xuét bang
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mot nhém bao vé/nhém phong bé da biét, cat phan giai protein, lién két voi phdi tir té
bao hodc cac protein khéc, v.v.. Bt ky mot bién ddi ndo trong sb rat nhidu phuong
phép bién dbi c6 thé dugc tién hanh bang mot k¥ thuat da biét bit ky, bao gdm, nhung
khong chi gigi han & phan cit hoa hoc dic hiéu, axetyl héa, formyl héa, v.v.. Ngoai ra,

~ dan xuét cd thé chira mdt hoiic nhiéu axit amin khong tu nhién.

Phén tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé theo sang ché, hodc manh
lién két khéng nguyén, bién thé, hodc din xuit cia no, co thé duoc tao badi axit amin
lién két véi nhau bang lién két peptit hodc lién két peptit dwoc bién dbi, nghia 14, ding
vi peptit, va co thé chira axit amin khéc 20 axit amin dugc m3 héa boi gen. Chéng han,
khéng thé khang CD100 c6 thé dugc bién d6i bang cic quy trinh ty nhién, nhu bién
~ d6i sau dich m3, hodc bang k¥ thuat bién dbi hoa hoc d3 biét trong linh vuc k¥ thuét
“ndy. Céc bién dbi nay da dugc dé cap trong phin mé ta va cu thé hon trong phan mo ta
néu trén, cling nhu trong linh vire k¥ thuét nay. Bién ddi co thé Xy ra tai mot vi tri bit
ky trong phan tir lién két khang CD100, bao gdm bd khung peptit, chudi bén cia axit
amin va diu amino hoic carboxyl, hodc trén cac gbc nhu carbohydrat. C6 thé hidu
rang ctng mot loai bién ddi c6 thé c6 & mirc d6 giéng hozic khac nhau tai mot vai vi tri
trong phén tir lién két khang CD100 nhit dinh. Tuong tw, mot phén tir lién két khang
CD100 nhit dinh c6 thé chira nhiéu loai bién d6i. Phén tir 1ién két khang CD100 c6 thé
dugc phan nhanh, ching han, do qué trinh ubiquitin héa, va c6 thé & dang vong, cd
hodc khong phén nhanh. Phan tir lién két khang CD100 mach nhénh, mach vong, hoic
mach vong phan nhanh c6 thé tao ra tir qua trinh bién ddi tu nhién sau dich ma hodc c6
thé dugc tao ra bang phuong phép tdng hop. Bién dbi bao gdm axetyl hoa, axyl héa,
ADP-ribosyl héa, amit hoa, lién két ddng hoa tri flavin, lién két ddng hoa tri v6i gbe
heme, lién két dé)ng héa tri nucleotit hodc din xuit nucleotit, lién két déng hoa tri lipit
hodc dan xuit lipit, lién két ddng héa tri phosphotidylinositol, vong héa lién két chéo,
vong héa, tao lién két disulfit, khir metyl hoa, tao lién két chéo ddng hoa tri, tao thinh
xystein, tao pyroglutamat, formyl héa, gamma-carboxyl héa, glycosyl hda, tao nhom
GPI, hydroxyl héa, iot hoa, metyl héa, myristoyl héa, oxi héa, peg hoa, xir y phan cit
protein, phosphoryl hda, prenyl héa, raxemic hoa, selen hda, sulfat hoa, thém axit amin

vao protein qua trung gian ARN vén chuyén nhu arginyl hoa, va ubiquitin héa. (Tham
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khao, ching han, Protein--Structure va Molecular Properties, T. E. Creighton, W. H.
Freeman va Company, NY; 2nd ed. (1993); Johnson, ed. (1983) Posttranslational
Covalent Modification of Protein (Academic Press, NY), pgs. 1-12; Seifter et al.,
Meth. Enzymol. 182:626-646 (1990); Rattan et al., Ann. NY Acad. Sci. 663:48-62
(1992)).

Sang ché ciing dé cap dén protein dung hop bao gébm khang thé khang CD100,
hoic manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xuét cia no, va polypeptit khac
loai. Polypeptit khac loai dung hop véi khéng thé c6 thé 13 hitu dung déi véi chire ning
hoic hiru dung d& hudng té bao biéu hién khang polypeptit CD100.

Theo mdt phuong é4n, protein dung hop theo sang ché bao gdm, bao gdm cha
yéu, hodc gbm, polypeptit ¢6 trinh tr axit amin ciia mdt hodc nhidu cua vung VH cta
khang thé theo sang ché hoic trinh tir axit amin ctia mot hodc nhidu cia vung VL cida
khang thé theo sang ché hoic manh hodc bién thé cia no, va trinh tu polypeptit khac

loai.

Theo mot phuong 4n khac, protein dung hop d sir dung trong phuwong phéap
chan doan va diéu tri dugc dé cép trong ban mb ta niy bao gdm, bao gdm chu yéu,
hodc gdm polypeptit ¢6 trinh tir axit amin ciia mot, hai, ba CDR cua vung VH cuta
khang thé khang CD100, hodc manh, bién thé, hodc dan xuét cta nd, hoac trinh tu axit
amin clia mat, hai, ba of the CDR cuia viing VL khang thé khang CD100, hodc manh,
bién thé, hodc din xuit cia no, va trinh tu polypeptit khac loai. Theo mot phuong éan,
protein dung hop bao gdm polypeptit c¢6 trinh tr axit amin cia it nhit mot vung VH
ctia khang thé khang CD100 theo sang ché va trinh tir axit amin ca it nhit mot ving
VL ctia khang thé khang CD100 theo sang ché hodc méanh, din xuét hodc bién thé cta
né, va trinh tu polypeptit khac loai. Tét hon, néu VH va ving VL cia protein dung
hop tuong Gng véi khang thé mot chudi (hodc scFv hoic manh Fab) lién két dic hiéu
v6i it nhat mot epitop ciia CD100. Theo mot phuong 4n khac, protein dung hop dé st
dung phuong phap chin doan va didu tri dugc dé cap trong ban mo ta ndy bao gdm
polypeptit c6 trinh ty axit amin cia mét, hai, ba hoic nhidu hon CDR cia ving VH
cua khang thé khang CD100 va trinh tr axit amin ctia mét, hai, ba hodc nhiéu hon ba
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CDR ctia ving VL ciia khang thé khang CD100, hodc méanh hodc bién thé cia no, va
trinh tu polypeptit khéc loai. Tét hon, néu hai, ba, bdn, nim, sau, hoic nhiéu hon séu
CDR cuia viing VH hoic viing VL tirong tmg v&i khang thé mot chudi (hoic scFv hodc
ménh Fab) theo sang ché. Phan tir axit nucleic m3 héa protein dung hop ciing duge dé

cap theo sang ché.

Protein dung hgp da dugc bdo céo trong linh virc k¥ thuit ndy bao gdm thé
dung hop ctia thu thé té bao T (Gascoigne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2936-
2940 (1987)); CD4 (Capon et al., Nature 337:525-531 (1989); Traunecker et al.,
Nature 339:68-70 (1989); Zettmeissl et al., ADN Cell Biol. USA 9:347-353 {1990); va
Byrn et al., Nature 344:667-670(1990)); L-selectin (thu thé huéng té bao) (Watsen et
al‘., J. Cell. Biol. 110:2221-2229 (1990); va Watson et al., Nature 349:164-167
(1991)); CD44 (Aruffo et al., Cell 61:1303-1313 (1990)); CD28 va B7 (Linsley et al.,
J. Exp. Med. 173:721-730 (1991)); CTLA-4 (Lisley et al., J. Exp. Med. 174:561-569
(1991)); CD22 (Stamenkovic et al, Cell 66:1133-1144 (1991)); thu thé TNF
(Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535-10539 (1991); Lesslauer ef al.,
Eur. J. Immunol. 27:2883-2886 (1991); va Peppel et al., J. Exp. Med. 174:1483-1489
(1991)); va thy thé IgE (Ridgway va Gorman, J. Cell. Biol. Vol. 115, Abstract No.
1448 (1991)).

Nhu da dugc ban ludn trong ban mo ta nay, phan tir lién Két khéang CD100,
chcfng han, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic
dan xuit ciia no, c6 thé duge dung hop véi polypeptit khac loai dé gia ting thdi gian
béan hiy in vivo clia polypeptit hogic dé sir dung trong thir nghiém mién dich st dung
phuong phap di biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Chéng han, theo mét phuong én,
PEG c6 thé dugc lién hop v&i khang thé khang CD100 theo sang ché d8 gia tang thoi
gian ban hity in vivo. Tham khdo Leong et al., Cytokine 16:106 (2001); Adv. in Drug
Deliv. Rev. 54:531 (2002); hoic Weir et al., Biochem. Soc. Transactions 30:512
(2002).

Hon nita, phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé theo séng ché,

hodc manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc dan xuat cia nd, c6 thé dugc dung
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hop véi trinh tu chi thi, nhu peptit dé hd trg qua trinh tinh ché hoic phat hién. Theo
cac phuong an duoc uu tién, trinh ty axit amin chi thi 13 hexa-histidin peptit, nhu tag
dugc tao ra trong vecto pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, Calif.,
91311), trong s6 @6, nhiéu trinh ty da duoc ban trén thi trudng. Nhu dugc dé cép trong
Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-824 (1989), ching han, hexa-histidin
s& gitip tinh ché protein dung hop thuén tién hon. Céc duébi peptit khac hitu dung dé
tinh ché bao gbm, nhung khong chi giéi han &, “HA” tag twong (ng vdi epitop thu
dugc tir protein hemagglutinin cta virut cam (Wilson et al., Cell 37:767 (1984)) va
“flag” tag.

Protein dung hop c6 thé dugc tao ra sir dung phuong phép d biét trong linh
vuc k¥ thuat nay (tham khao, ching han Patent M§ sb 5,116,964 va 5,225,53 8). Vi tri
chinh x4c tai d6 thé dung hop dugce tao ra c6 thé dugce chon theo kinh nghiém dé t8i uu
qué trinh tiét hodc dic tinh lién két cua protein dung h¢p. ADN ma hda protein dung

hop sau @6 s& duge chuyén nhiém vao té bao chu dé biéu hién.

Phan tir lién két khang CD100, chéing han, khang thé theo sang ché, hodc manh
lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xuét cta no, cb thé dugc st dung & dang
khéng lién hop hodc ¢6 thé duge lién hop véi it nhat mot phén tir, ching han, dé gia
tang déc tinh tri liu cua phan ti, dé hd trg qu4 trinh phat hién dich, hoic dé thuc hién
chén doan hinh 4nh hodc diéu tri cho bénh nhan. Phan tir lién két khang CD100, ching
han, khang thé theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic din
xuét cia nd, co thé dugc danh ddu hoic lién hop trude hodic sau khi tinh ché, hoac
trong khi qua trinh tinh ché dugc thyuc hién.

Cu thé, khang thé khang CD100 theo sang ché, hojc manh lién két khang
nguyeén, bién thé, hodc dan xuét cta nd, co thé dugc lién hop véi chét tri lidu, tién
duoc chit, peptit, protein, enzym, virut, lipit, chit diéu bién dép tmg sinh hoc, duoc
chét, hoic PEG.

Céac chuyén gia trong linh vuc k§ thuét nay s& hiéu rang thé lién hop cling cé
thé dugc 1ap ghép sir dung nhidu k§ thuat khac nhau phu thudc vao hoat chit can lién

hop dugce chon. Chéng han, thé lién hop v6i biotin s€ dugce tao ra, chcfng han, béng
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ééch cho polypeptit lién két phan tmg vdi este duge hoat héa cia biotin nhu biotin N-
hydroxysucxinimit este. Twong tu, thé lién hop vé6i chi thi huynh quang c6 thé duoc
tao ra khi c6 hoat chét lién két, chd’ng han, cac hoat chit dugc néu & day hodc béng
phan mg véi isothioxyanat, tdt hon 1a fluorescein-isothioxyanat. Thé lién hop cua
khéng thé khang CD100 theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén, bién thé,

hoic dan xuét cta né, duge tao ra theo phuong phap ddng phan héa.

Sang ché con dé cap dén phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé
theo sang ché, hodc manh lién két khéng nguyén, bién thé, hoidc din xuét cia no, lién
hop véi chit chin dodn hodc chét tri liéu. Khang thé khang CD100, bao gdm manh
lién két khang nguyén, bién thé, va din xuét cia no, c6 thé dugce st dung trong chin
doan dé, chéng han, theo doi su phat trién hodc dién tién cta mot bénh nhu mot phén
cla quy trinh xét nghiém 14m sang &, chdng han, danh gia hiéu qua cia mot ché do
diéu tri vi/hodic ngin ngira nhit dinh. Chéng han, qu4 trinh phét hién c6 thé dugc hd
trg bang cach lién két khang thé khang CD100, hoic manh lién két khang nguyén, bién
thé, hodic din xuét cla né, voi mot co chét cé thé phét hién dugc. Vi du v& co chét ¢co
 thé phét hién dugc bao gdbm enzym, nhém gia, vét liéu huynh quang, vat liéu quang

héa, vat liéu quang hoa sinh hoc, vit liéu phong xa, kim loai phét positron sir dung céc
k¥ thuat chup cét 16p phét positron khic nhau, va ion kim loai thuén tir khong phong
xa. Tham khao, chﬁng han, Patent M¥ sb6 4,741,900 vé ion kim loai c6 thé duge lién
hop to khang thé dé st dung 13 chét chén doan theo sang ché. Vi dy vé enzym bao gdm
horseradish peroxidaza, phosphataza kiém, p-galactosidaza, hodc axetylcholinesteaza;
vi du vé phitc hé nhém gia thich hop bao gdm streptavidin/biotin va avidin/biotin; vi
du vé vat liéu huynh quang thich hop bao gdm umbelliferon, fluorescein, fluorescein
isothioxyanat, rhodamin, dichlorotriazinylamin fluorescein, dansyl clorua hodc
phycoerythrin; vi du vé vét liéu quang héa bao gdms luminol; vi du v& vat liéu quang
hoa sinh hoc bao gém luciferaza, luciferin, va aequorin; va vi du v& vat liéu phéng xa

thich hop bao gém 125 L 1I, 111In, 9OY, hoic *Te.

Phan tir lién két khang CD100, chédng han, khang thé, hodc manh lién két khéng

nguyén, bién thé, hodc din xuit ciia nd, c6 thé duoc lién hop v6i goc ¢o tinh tri liéu
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nhu ddc td té bao, chét tri liéu hodc ion kim loai phéng xa. Bdc t8 t& bao hodc chét gdy

doc t& bao bao gdm chét bat ky c6 hai cho té bao.

Phan i lién két khang CD100, chéng han, khang thé, hoic manh lién két khang
nguyén, bién thé, hoic din xuit ctia n6, ciing dugc danh diu phat hién bang céach lién
két v6i hop chit quang hoéa. Su c6 mit ctia phan tir lién két khang CD100 dugce gin
hop chét quang hoéa s€& dugc xac dinh béng cach phat hién su c6 mat cia vat liéu phat
sang do phan tmg héa hoc. Vi du vé chit danh du phat quang héa hoc dic hiéu hitu
dung 13 luminol, isoluminol, theromatic acridinium este, imidazol, mubi acridinium va

oxalate este.

Mot phuong phap trong d6 khang thé khang CD100, hodc manh lién két khéng
nguyén, bién thé, hodc dan xuit cia no, c6 thé dugc danh diu phat hién 13 lién két vé6i
enzym va st dung san phim lién két d6 trong thir nghiém mién dich enzym (EIA)
(Voller, A., “The Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)” Microbiological
Associates Quarterly Publication, Walkersville, Md.; Diagnostic Horizons 2:1-7
(1978); Voller et al., J. Clin. Pathol. 31:507-520 (1978); Butler, Meth. Enzymol.
73:482-523 (1981); Maggio, ed. (1980) Thir nghiém mién dich enzym, CRC Press,
Boca Raton, Fla.; Ishikawa et al., eds. (1981) Thit nghiém mién dich enzym (Kgaku
Shoin, Tokyo). Enzym dugc gén voi khang thé khang CD100 s& phan mg véi mot co
chét thich hop, thudng 13 co chit tao mau, theo kidu dé tao ra gbc héa hoc ¢6 thé duogc
phat hién, ching han, bing phuong phap quang phd, do huynh quang hoic bang mét
thudong. Enzym c6 thé dugc sir dung dé danh du phat hién khang thé bao gbm, nhung
khong chi gi6i han &, malat dehydrogenaza, staphylococcal nucleaza, delta-5-steroid
isomeraza, dehydrogenaza rugu cia nAm men, alpha-glycerophosphat, dehydrogenaza,
triose phosphat isomeraza, horseradish peroxidaza, phosphataza kiém, asparaginaza,
glucoza oxidaza, beta-galactosidaza, ribonucleaza, ureaza, catalaza, glucoza-6-
phosphat dehydrogenaza, glucoamylaza va axetylcholinesteaza. Ngoai ra, qua trinh
phat hién c6 thé dugc thuc hién bang phwong phap do mau st dung co chit tao mau
d6i v6i enzym. Qua trinh phéat hién ciing c6 thé duoc thuc hién bing cach so sanh bing
miét thuong mirc 6 cta phan tmg enzym cla co chit so v&i chat chudn dugce tao ra

tuong tu.
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Qua trinh phat hién ciing c6 thé dugc thuc hién bing cach sir dung nhiéu loai
thir nghiém mién dich. Ching han, bing cich d4nh diu phéng xa phan tir lién két
khang CD100, chc?ng han, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic
dan xuét cﬁa né, c6 thé phat hién phén tir lién két thong qua viéc st dung thir nghiém
- phc’mgr xa mién dich (RIA) (tham khio, ching han, Weintraub (March, 1986)
Principles of Radioimmunoassay, Seventh Training Course on Radioligand Assay
Techniques (The Endocrine Society)). Ddng vi phong xa c6 thé dugc phét hién bing
phuong phép bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, dém gamma, dém nhép nhay,
hodc chup anh phong xa tu dong.

Phan tit lién két khang CD100, chédng han, khang thé, hoic méanh lién két khéng
nguyén, bién thé, hodc dan xuét cia né, cling c¢6 thé duge danh du phat hién st dung
kim lkoai phat huynh quang nhu 152Eu, hodc cac kim loai khéac thudc nhém lanthanide.
 Céckim loai ndy c6 thé duoc gin vao phan tir lién két sir dung nhém tao cang kim loai

nhu axit dietylentriaminpentaxetic (DTPA) hodc axit etylendiamintetraaxetic (EDTA).

Ky thuat dé lién hop cac gbc khac nhau véi khang thé (chdng han, khang thé
khang CD100), hosc manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic din xuit ctia né,da
dugc biét 16, tham khéo, chdng han, Amon et al. (1985) “Monoclonal Antibody for
Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy,” in Monoclonal Antibody and Cancer
Therapy, ed. Reisfeld et al. (Alan R. Liss, Inc.), pp. 243-56; Hellstrom et al. (1987)
“Antibody for Drug Delivery,” in Controlled Drug Delivery, ed. Robinson et al. (2nd
ed.; Marcel Dekker, Inc.), pp. 623-53); Thorpe (1985) “Antibody Carriers of
Cytotoxins in Cancer Therapy: A Review,” in Monoclonal Antibody '84: Biological
and Clinical Applications, ed. Pinchera et al., pp. 475-506; “Analysis, Results, and
Future Prospective of the Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody in Cancer
Therapy,” in Monoclonal Antibody for Cancer Detection and Therapy, ed. Baldwin et
al., Academic Press, pp. 303-16 (1985); and Thorpe et al. (1982) “The Preparation and
Cytotoxic Properties clia Antibody-Toxin Conjugate,” Immunol. Rev. 62:119-58.
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VI. Qua trinh biéu hién polypeptit khang thé

Trinh ty ADN mi héa chudi ning va chudi nhe ctia khang thé c6 thé dugce tao ra
ddng thoi hodc riéng biét, sir dung transcriptaza nguoc va ADN polymeraza theo cac
phuong phéap da biét. PCR c6 thé dugc tién hanh st dung doan mdi viung c¢d dinh lién
tuc hodic doan mdi dic hiéu hon dya trén trinh tuv ADN va trinh tu axit amin d3 duoc
cong bd cia chudi ning va chudi nhe. Nhu da néu, PCR ciing ¢6 thé duoc st dung dé
phan 14p thé tach dong ADN mi héa chudi ning va chudi nhe ciia khang thé. Trong
truong hop nay, ngan hang c¢é thé duge sang loc bang cac doan mdi lién tuc hodc diu

- do ddng dang 16n hon, nhu déu do ving ¢ dinh caa chudt.

ADN, thuong 12 ADN plasmit, c6 thé dugc phan 1ap tir té€ bao st dung cac k§
thuat da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, duge 1ap ban dd cit gidi han va doc trinh tu
theo céc ky thut di biét duge thé hién chi tiét, chdng han, trong phan tai lidu tham
khao lién quan dén k¥ thuat ADN tai t§ hop. Puong nhién, ADN ¢6 thé c¢6 ngudn gbc
téng hop theo sang ché tai bit ky diém nao trong qua trinh phén 14p hodc phan tich tiép
theo.

Sau khi bién d6i vat liéu di truyén dugce phén 13p dé tao ra khéng thé khéang
CD100, hoic manh lién két khéng ﬁguyén, bién thé, hodc din xuét cia nd, theo sang
ché, polynucleotit ma héa khang thé khang CD100 s& dwoc xen vao vecto biéu hién dé
dua vao té bao chu c6 thé dugc st dung dé tao ra luong khéng thé khang CD100 mong

muon.

Qua trinh biéu hién tai td hop khang thé, hodc méanh, din xut hodc ddng phan
cua no, chd’ng han, chudi ning hoic chudi nhe cua khéng thé lién két véi phan tir dich
dugc d& cap trong ban mo ta ndy, chdng han, CD100, cin phai c6 vecto bidu hién chira
polynucleotit that ma héa khang thé. Khi polynucleotit ma héa phén tir khang thé hoic
chudi ning hodc chudi nhe ctia khang thé, hoic mot phn ctia né (t6i hon 1a chira vung
bién ddi chudi ning hodc chudi nhe), theo sang ché di thu duoc, vecto d& san xuit
phan tir khang thé c6 thé dugc san xuét bang k¥ thuit ADN tai td hop str dung céc ky
thudt d3 biét trong lirth vuc k¥ thuét nay. Do d6, phuong phap dé tao ra protein bing

cach biéu hién polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa khang thé dugc dé cép
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trong ban md ta ndy. Phuong phap di biét ddi véi cac chuyén gia trong linh vuc ky
thuat nay co thé duoc st dung dé tao vecto biéu hién chira trinh ty ma héa khang thé
va tin hiéu kiém soat phién m3 va dich m4 thich hgp. Céc phuong phap nay bao gbm,
chéng han, k¥ thust ADN téi tb hop in vitro, k¥ thuat tong hop, va i tb hop di truyén
in vivo. Do d6, sang ché dé cdp dén vecto c6 kha ning sao chép bao gdm trinh tir
nucleotit ma héa phan tir khang thé theo sang ché, hodc chudi ning hodc chudi nhe ctia
no, hodc ving bién ddi chudi ning hosc chudi nhe, dugc lién két linh dong véi doan
khoi ddu. Vecto c6 thé bao gdm trinh tu nucleotit ma héa ving ¢b dinh cta phan t
khéng thé (tham khao, chdng han, Cong bd PCT WO 86/05807; Cong bd PCT WO
89/01036; va Patent My sé 5,122,464) va ving bién dbi ctia khang thé co thé dugc

tach dong vao vecto dé bicu hién toan bd chudi niang hodc chudi nhe.

Thut ngit “vecto™ hodc “vecto biéu hién” duoc sir dung trong ban mo td nay cé
nghia 13 vecto dugc sir dung theo sang ché nhur chit dn dé dua vao va biéu hién gen
mong mudn trong té bio chi. Céc chuyén gia trong linh vyc k¥ thuét nay di biét rang
vecto ¢6 thé dugc chon tir nhém bao gém plasmit, thé thuc khuin, virut va retrovirut.
Noi chung, vecto twong tich v&i sang ché s& bao gbm chi thi chon loc, vi tri cét gidi
han thich hop dé hd tro qué trinh tich dong gen mong mubn va kha ning x4m nhap

va/hodc sao chép trong t€ bao c6 nhan dién hinh hoic t€ bao chua c6 nhan dién hinh.

Theo sang ché, c6 thé st dung nhiéu loai vecto biéu hién. Ching han, mot 16p
vecto sir dung ADN thu dugce tir virut dong vat nhu virut gdy bénh u nhu & bo, virut
polyoma, adenovirut, virut vaccinia, baculovirut, retrovirut (RSV, MMTV hoic
MOMLYV) hodc SV40 virut. Cac 16p khic st dung hé polycistron véi vi tri gin
ribosom bén trong. Ngoai ra, té bao di két hop ADN vao nhidm séc thé c6 thé duge
chon b?mg cach dua mot hodc nhiéu chi thi chon loc té bao cha da duge bién nap. chi
thi c6 thé tao ra dic tinh nguyén dudng cho vat cha thy dudng, khang bioxit (chdng
han, khéng sinh) hodc khang kim loai nang nhu déng. Gen chi thi chon loc ¢6 thé dugc
lién két truc tiép v6i trinh tr ADN cén duge biéu hién, hodc dua vao cung mot t€ bao
bang cich ddng bién nap. Céc yéu t6 bd trg ciing c6 thé 1 can thiét dé tdng hop t6i uu
ARN thong tin. Cac yéu té nay c6 thé bao gdm trinh tu tin hiéu, trinh tu cit ghép, cling

nhu doan khoi dau phién ma, yéu tb tdng cudng, va trinh tu két thic phién ma.
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Theo céc phuong an duge wu tién dic biét, gen ving bién dbi dugc tach dong s&
duge xen vao vecto bidu hién cing v6i gen ving cb dinh chudi nhe va chudi ning (tbt
hon 1a ciia ngudi) duge tdng hop nhu di néu. Puong nhién, vecto biu hién c6 kha
ning gdy ra qua trinh biéu hién trong té bao c6 nhan dién hinh c6 thé dugc st dung

‘theo sang ché. Vi du vé vecto thich hop bao gdm, nhung khong chi gigi han & plasmit
pcADN3, pHCMV/Zeo, pCR3,1, pEF 1/His, pIND/GS, pRc/HCMV2, pSV40/Zeo2,
pTRACER-HCMV, pUB6/V5-His, pVAXI1, va pZeoSV2 (cda Invitrogen, San Diego,
Calif.), va plasmit pCI (cua Promega, Madison, Wis.). Néi chung, viéc sang loc mot sb
lugng € bao dugc bién nap @ chon té bao biéu hién ndng d6 chudi ning va chudi nhe
ctia globulin mién dich cao thich hop 12 mét quy trinh thudng quy c6 thé duge thuc

hién bing hé théng robot, ching han.

Noi chung, khi vecto hodc trinh ty ADN m3 héa tiéu don vi don phén cia
khang thé khang CD100 d3 duoc tao ra, vecto biéu hién c6 thé dugc dua vao mot té
bao chui thich hgp. Viéc dua plasmit vao té bao chi c6 thé dugc thuc hién bing cac k§
- thut khéc nhau da biét dbi v6i cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac ky
thuét nay bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, bién nap (bao gdm dién di va bién nap
dién), dung hop té bao nguyén sinh, két tia canxi phosphat, dung hop té bao véi ADN
duge bao goi, tiém vi md, va nhiém virut nguyén ven. Tham khao, Ridgway (1988)
“Mammalian Expression Vector” in Vectors, ed. Rodriguez and Denhardt
(Butterworths, Boston, Mass.), Chapter 24.2, pp. 470-472. Thong thudng, viéc dua
plasmit vao t& bao chu dugc thuc hién qua phuong phép bién nap dién. Té bao cha
chtra cAu tric biéu hién duogc nubi céy & diéu kién thich dé tao ra chudi nhe va chudi
ning, va dugc thir nghiém dé phat hién qua trinh tdng hop protein chudi ning va/hoic
chudi nhe. K§ thujt thir nghiém bao gdm thir nghiém hip phu mién dich lién két
enzym (ELISA), thir nghiém phéng xa mién dich (RIA), hodc phan tich chon loc t&
bao dugc hoat héa huynh quang (FACS), héa mé mién dich va twong tir.

Vecto biéu hién duoc chuyén vao té bao chu bang cac k§ thuat thuong quy, va
té bao dugc chuyén nhidm sau d6 dugc nuéi cdy bang cac k¥ thuat thuong quy dé tao
ra khang thé @& st dung trong phuong phap duge d cap trong ban mé ta nay. Do do,

sang ché bao gdm té bao chu chira polynucleotit ma hoa khang thé theo sang ché, hodc
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chudi ning hodc chudi nhe cia nd, dugce lién két linh dong véi doan khédi dau khac
loai. Theo cac phwong 4n dugc uu tién doi v6i qua trinh biéu hién khang thé hai chubi,
vecto ma héa ca chudi ning va chudi nhe c6 thé duoc ddng biéu hién trong t& bao chu

dé biéu hién toan b phén tir globulin mién dich, nhu dwoc mé ta chi tiét dudi day.

Nhu duge sir dung trong ban mo ta ndy, “té bao chu” dung dé chi té bao mang
vecto duge thiét ké biang cach st dung k¥ thuat ADN tai td hop va ma héa it nhit mot
gen khéc loai. Trong phan mé ta qué trinh phan 1ap khang thé tir té bao cha tai t hop,
thuat ngit “t& bao” va “dich nuodi céy té bao” duogc sir dung thay thé cho nhau dé chi
ngudn khang thé trir khi duoc quy dinh cu thé. Noi cach khac, viéc khoi phuc

A0

polypeptit tir “té bao” ¢ thé bang phuong phap pha vor té bao nguyén ven, hodc tir

dich nudi cdy te bao chira cad moi trudong va t€ bao dugc phan tan.

M5t loat hé théng té bio chi-vecto biéu hién c6 thé dugc st dung d& bidu hién
phan tir khang thé & sir dung trong phuong phap dugc dé cap trong ban mo ta nay. Hé
& bao chi-vecto biéu hién 1 chit din nhd d6 trinh tr m3 héa cin quan tdm c6 thé
dudc tao ra va sau d6 tinh ché, nhung ciing 1a t& bao c6 thé, khi dugc bién nap hodc
chuyén nhiém trinh tw nucleotit ma héa thich hop, s& biéu hién phan tir khang thé theo
sang ché in situ. Hé théng nay bao gdm, nhung khong chi gidi han &, vi sinh vat nhu vi
khuén (chdng han, E. coli, B. subtilis) dugc bién nap ADN téi td hop cia thé thuc
khudn, vecto biéu hién ADN plasmit hodc ADN cosmit chtra trinh ty m3 héa khang
thé; ndm men (chéng han, Saccharomyces, Pichia) dugc bién nap vecto biéu hién tai tb
hop ctia nAm men chira trinh tr md héa khang thé; hé té bao con tring dugc nhiém
~ vecto biéu hién tai t5 hop cta virut (ching han, baculovirut) chtta trinh ty ma héa
khéng thé; hé & bao thuc vét duge nhiém vecto bidu hién tai tb hop cta virut (chding
han, virut khim stp-lo, CaMV; virut kham thudc 14, TMV) hodc duge bién nap vecto
biéu hién plasmit tai td hgp (chdng han, Ti plasmit) chira trinh ty m3 héa khang thé;
hozc hé t& bao dong vat c6 vii (ching han, t& bao COS, CHO, BLK, 293, 3T3) chira
chu triic biéu hién tai t6 hop chira doan khéi dau thu dugce tir hé gen cia té bao dong
vat co va (chéng han, doan khéi dau metallothionein) hogc tir virut ctia ddng vat c6 va
(chéng han, doan khéi diu mudn cia adenovirut; doan khéi dau 7,5K cta virut

vaccinia). Tot hon, n€u t€ bao vi khuan nhu Escherichia coli, va tot hon, néu té bao cé
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nhan dién hinh, d3c biét 1a dbi véi qua trinh bidu hién ctia phan tir khang thé tai t3 hop
nguyén ven, dugc st dung dé biéu hién phan tir khang thé tai td hop. Ching han, té
bao dong vat c¢6 vi nhu Té bao trimg cua chut (CHO), cung v6i vecto nhu doan khoi
diu sém chi yéu cua virut té bao khdng 16 ctia ngudi 12 hé biéu hién c6 hiéu qua dbi
v6i khang thé (Foecking et al., Gene 45:101 (1986); Cockett et al., Bio/Te echnology 8:2
(1990)).

Dong té bao chii duoc sir dung dé bidu hién protein thudng c6 ngudn gbc dong
vét c6 via; cac chuyén gia trong linh vyc k§ thuit ndy c6 kha ning x4c dinh dong té bao
chi ndo 14 thich hogp nhét dé biéu hién san phdm mong muén cua gen. Dong té bao chu
thich hgp bao gdbm, nhung khéng chi gidi han &, CHO (Té bao trirng cua chudt), DG44
va DUXBI11 (Té bao trimg ctia chudt, khong c¢6 DHFR), HELA (té bao cacxinom cb tir
cung cta ngudi), CVI (dong té bao than khi), COS (d4n xuét cia CVI véi khéng
nguyén T SV40), VERY, BHK (té bao than cda chudt lang non), MDCK, 293, WI38,
R1610 (Nguyén bao soi cta chudt lang) BALBC/3T3 (nguyén bao soi ciia chudt),
HAK (dong té bao than chudt lang), SP2/0 (té bao u tay cia chudt), P3.times,63-
Ag3,653 (té bao u tiy cia chudt), BFA-1c1BPT (t& bao ndi bi ctia bd), RAJI (té bao
lypho clia ngudi) va 293 (t€ bao than ngudi). Té bao chi thudng c6 s&n trén thi truong,
¢6 ban boi American Tissue Culture Collection hodc trong cac tai liéu da dugc cong
bo.

Ngodi ra, dong té bio chii c6 thé dwgc chon 1a dong té bao chi ¢6 kha ning diéu
bién qua trinh biéu hién cia trinh tu dugc xen vao, hoic bién dbi va xt 1y san phém
clia gen theo mot kidu dic hiéu. Cac bién ddi (ching han, glycosyl héa) va xur ly
(chéing han, phan cét) protein c6 thé 13 quan trong ddi véi chirc nang cia protein. Céac
té bao chii khac nhau s& ¢6 diic diém va co ché dic hidu dé xu 1y va bién ddi sau dich
mi protein va san phdm cta gen. Dong t& bao hodc hé t& bio chi thich hop c6 thé
dugc chon d& dam bao qua trinh bién d6i va xir ly chinh x4c protein ngoai lai cin biéu
hién. Dé thyc hién muyc tidu nay, té bao chi ¢6 nhan ¢6 co ché xir Iy thich hop ban sao
phién mi so cip, glycosyl hoa, va phosphoryl héa san phim clia gen c6 thé duge s

dung.
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Pé san xuit vdi san lugng cao va lau dai protein t4i t& hop, cAn phai c6 qua
trinh biéu hién n dinh. Ching han, dong té bao bidu hién én dinh phéan tir khéng thé
c6 thé dugc xir Iy. Thay vi sir dung vecto biéu hién chtra didm khéi ddu sao chép cua
virut, t& bao chu c6 thé dugce bién nap ADN duoc kiém soat bing yéu t6 kidm soat biéu
hién thich hop (chédng han, doan khéi dau, trinh tu tang cudng, yéu td két thuc phién
ma, vi tri polyadenyl hoa, v.v..), va chi thi ¢ thé chon loc. Sau khi dua ADN ngoai lai
vao, t& bao dugc xir Iy ¢6 thé duge nudi cdy trong 1 dén 2 ngay trong moi truong dugce
lam giau, va sau d6 dugc chuyén sang moi trudng chon loc. Chi thi ¢6 thé chon loc
trong plasmit t4i t5 hop s& tao ra tinh khang v&i qua trinh chon loc va cho phép té bao
két hop mot cach 6n dinh plasmit vao nhidm séc thé cua ching va sinh truéng tao
thanh céc ddm té bao, ddm té bao co thé duoc tich dong va phat trién thanh dong té
bao. Phuong phap nay c6 thé dugc sir dung dé bién dbi dong té bao bidu hién én dinh

phén tir khang thé.

Mot s hé chon loc c6 thé duogc str dung, bao gém, nhung khong chi gidi han &,
thymidine kinaza ctia virut herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223 (1977)),
hypoxanthine-guanin phosphoribosyltransferaza (Szybalska va Szybalski, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 48:202 (1992)), va adenin phosphoribosyltransferaza (Lowy et al., Cell
22:817 (1980)) c6 thé dugc st dung lan luot trong céc té bao tk-, hgprt- hodic aprt-.
Tuong tu, tinh khéng chét chdng chuyén héa ciing c6 thé duge st dung lam co s& chon
loc céc gen sau: dhft, tao ra tinh khang v&i methotrexat (Wigler et al., Natl. Acad. Sci.
USA 77:357 (1980); O'Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527 (1981)); gpt,
tao ra tinh khang véi axit mycophenolic (Mulligan va Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78:2072 (1981)); neo, tao ra tinh khang v6i aminoglycosit G-418 Clinical Pharmacy
12:488-505; Wu va Wu, Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev, Ann. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 32:573-596 (1993); Mulligan, Science 260:926-932 (1993); va
Morgan va Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217 (1993); TIB TECH 11(5):155-
215 (May, 1993); va hygro, tao ra tinh khing véi hygromyxin (Santerre et al., Gene
30:147 (1984). Phuong phap ndy di biét trong linh vuc k¥ thust ADN t4i t§ hop va
duogc dé cap trong tai licu Ausubel et al. (1993) Current Protocols in Molecular

Biology (John Wiley & Sons, NY); Kriegler (1990) “Gene Transfer va Expression” in
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A Laboratory Manual (Stockton Press, NY); Dracopoli et al. (eds) (1994) Current
Protocols in Human Genetics (John Wiley & Sons, NY) Chapters 12 va 13; Colberre-
Garapin et al. (1981) J. Mol. Biol. 150:1.

Mirc d biéu hién cta phan tir khang thé c6 thé dugc gia ting bing phuong
phap khuéch dai vecto (tham khao Bebbington va Hentschel (1987) “The Use of
Vector Based on Gene Amplification for the Expression of Cloned Genes in Mamalian
Cell in DNA Cloning” (Academic Press, NY) Vol. 3. Khi chi thj trong hé vecto biéu
hién khang thé 1 c6 kha niang khuéch dai, su gia ting ndng d6 chét tc ché c6 trong
dich nudi ciy té bao chu s& lam gia tang sb lugng ban sao cia gen chi thi. Vi vung
- duge khuéch dai c6 lién quan dén gen khang thé, nén mue do san xuét khang thé ciing

s€ gia tdng (Crouse et al., Mol. Cell. Biol. 3:257 (1983)).

Viéc san xudt in vitro cho phép viéc mé rong quy md dé tao ra mot lugng 16m
polypeptit mong mudn. K¥ thuit nudi cdy té bao dong vat ¢6 v trong diu kién nudi
cdy mé d& duogc biét trong linh vuc k¥ thuat ndy va bao gdbm nuéi cdy trong hén dich
dong nhit, ching han trong mot binh phan Umg khi nén hogc trong binh phan Ung
khuéy lién tuc, hodc dich nudi cz”'ty té bao duoc cb dinh, chéng han trong cé4c soi rong,
vi nang, trén c4c vi hat agarose hoic hat ceramic. Néu cin va/hodc néu mubn, dung
dich polypeptit c6 thé duoc tinh ché bing phuong phép sic ky thudong quy, ching han
loc gel, sic ky trao dbi ion, sic ky trén DEAE-xenluloza hoic sic ky ai lyc (mién
dich), chdng han, sau khi sinh tng hop polypeptit viing ban 1& c¢6 ngudn gbe téng hop

hoic truée hodc sau khi sic ky HIC nhu dugce dé cap trong ban mo ta nay.

Gen m3 héa khéng thé khang CD100, hodc manh lién két khang nguyén, bién
thé, hoac dan xut cia né theo sang ché cling ¢6 thé duge biéu hién trong té bao khoéng
phai té bao dong vat ¢6 vii nhur con tring, vi khudn hodc ndm men hoic té bao thuc
vét. Vi khuén c6 kha ning hap thu axit nucleic bao g0m vi khudn thudc ho vi khudn
duodng rudt, nhu ching Escherichia coli hodc Salmonella; Bacillaceae, nhu Bacillus
subtilis; Pneumococcus; Streptococcus, va Haemophilus influenzae. Cé thé nhan thiy
rang khi dugc bidu hién trong vi khudn, polypeptit khac loai thuong dugce tao ra ¢ dang

thé vii. Do d6 polypeptit khac loai can durge phan l4p, tinh ché va sau d6 lip ghép vao
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phin tir chirc ning. Khi dang tir tri ctia khang thé 14n can thiét, cac tiéu don vi sé tu lip

ghép dé tao thanh khang thé tir tri (WO 02/096948A2).

Trong hé vi khudn, mét s6 vecto bidu hiéns ¢6 thé duge chon loc phu thudc vao
muc dich st dung cia phan tir khang thé duoc biéu hién. Chéng han, khi cin san xuét
mdt lugng 16n protein, dé san xuét duge phim chira phan tir khang thé, vecto co kha
ning biéu hién protein dung hgp & mirc d6 cao 13 cin thiét. Vecto nhu véy bao gdm,
nhung khong chi gi6i han & vecto biéu hién pUR278 cua E. coli (Ruther et al., EMBO
J. 2:1791 (1983)), trong d6 trinh tr ma héa khang thé c6 thé dugc gin mot cach riéng
biét vao vecto cing khung vé6i viing mi héa lacZ dé c6 thé tao ra protein dung hop;
vecto pIN (Inouye and Inouye, Nucleic Acids Res. 13:3101-3109 (1985); Van Heeke
and Schuster, J. Biol. Chem. 24:5503-5509 (1989)); va tuong tu. Vecto pGEX cling ¢6

thé duogc st dung dé biéu hién polypeptit ngoai lai & dang protein dung hop véi
| glutathion S-transferaza (GST). Noi chung, protein dung hop cé kha ning hoa tan va
6 thé duge tinh ché mot cach thuén tién tir dinh phan giai té bao béng phuong phép
hap phu va lién két v6i hat chit nén c6 ngudn gbc glutathion sau d6 1a tach rtra khi ¢6
glutathion tu do. Vecto pGEX duogc thiét ké dé bao gém thrombin hodc vi tri phan cit
proteaza yéu t& Xa dé san phdm ciia gen dich dugc tach dong c6 thé dugc giai phong

tir gbc GST.

Ngoai vi sinh vat chua cé nhan dién hinh, cling c6 thé sitr dung vi sinh vat c6
- nhén di€n hinh. Saccharomyces cerevisiae, hodc nam men banh my, thudng dugce st
dung nhi€u nhat trong so vi sinh vat ¢6 nhén dién hinh mic du mét s6 cac chung khac

cting kha dung, chdng han, Pichia pastoris.

Pé biéu hién trong Saccharomyces, plasmit YRp7, chéang han, (Stinchcomb et
al., Nature 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene 7:141 (1979); Tschemper et al.,
Gene 10:157 (1980)) thuong hay duge st dung. Plasmit nay di c6 sdn gen TRPI, 1a
chi thi chon loc ching nim men d6t bién khong c6 kha ning sinh truéng trong
tryptophan, ching han ATCC No. 44076 hoic PEP4-1 (Jones, Genetics 85:12 (1977)).

" -Su ¢6 mat ton thuong trpl 1a dac di€m cua hé gen t€ bao chi ndm men s& tao ra mot
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moi truong hidu qua dé phat hién thé bién nap nho qué trinh sinh trudng khi khong co
mdt tryptophan.

Trong hé t& bio con tring, virut nhan da dién Autographa californica (AcNPV)
thuong duge sir dung lam vecto dé biéu hién gen ngoai lai. Virut sinh truéng trong té
bao Spodoptera frugiperda. Trinh tu ma héa khang thé c6 thé dugc tich dong riéng
biét vao ving khong thiét yéu (ching han gen polyhedrin) cta virut va dit dudi su

kiém soat ciia doan khéi diu AcNPV (ching han doan khoi déu polyhedrin).

Khi phén tir khéng thé theo sang ché di duoc biéu hién ti td hop, n6 co thé
duoc tinh ché bang phuong phép bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuat nay dé tinh ché
phén tir globulin mién dich, chéng han, béng séc ky (chcfng han, trao dbi ion, &i luec,
dic biét 13 &i luc ddi voi khang nguyén didc hiu sau protein A, va séc ky cot kich
thudc), ly tAm, d6 tan phén biét, hodc bang mot k§ thuat quy chudn bit ky dé tinh ché
protein. Theo mét cach khac, phwong phép dugc uu tién dé gia ting 4i lyc cia khéng
thé theo sang ché dugc dé cap trong Cong bd don yéu ciu cip bang doc quyén My sb
2002 0123057 Al.

VII. Phuong phap diéu tri stt dung khang thé diéu tri khang CD100

Phuong phép theo sang ché dugc dé cip dé sir dung phan tir lién két khéng
CD100, chdng han, khang thé, bao gdbm ménh lién két khang nguyén, bién thé, va din
xuét cda né, dé didu tri bénh nhén c6 bénh li€n quan dén CD100 hoa tan duoc tiét tir
hogc dugc bifu hién trén t& bao biéu hien CD100. Thuit ngit “té bao bidu hién
CD100” 14 té bao binh thuong va té bao 4c tinh bidu hién khang nguyén CD100.
Phuong phép phét hién qué trinh biéu hién CD100 trong té bao da biét trong linh vuc
ky thuat nay va bao gbm, nhung khéng chi giéi han &, k§ thuat PCR, héa md mién
dich, phuong phap do dong chay té bao, thdm tach Western, ELISA, va tuong tu.

Mic dii phdn mo ta sau ddy dé cap dén phuong phép chin doan va diéu tri bénh
va r6i loan bang khang thé khang CD100 theo sang ché, phuong phap duge dé cép
trong ban mo ta nay ciing c6 thé dugc 4p dung cho manh lién két khéang nguyén, bién

thé, va din xuét cia khang thé khang CD100 van giit dwoc hoat tinh mong mubn clia
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khang thé khang CD100 theo sang ché, chdng han, c6 kha ning lién két dic hiéu véi
CD100, chéng han, nguoi, chudt, hodc CD100 ctia ngudi va cua chudt, va cd hoat tinh
trung hoa CD100.

Theo mot phuong 4n, diéu tri bao gdm viéce tmg dung hoic st dung phan tir lién
két khang CD100, ching han, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cuia no,
theo sang ché cho bénh nhédn, hodc tng dung hoic sir dung phan tir lién két khang
CD100 véi md hodc dong té bao dugc phén lap tir bénh nhén, trong d6 bénh nhin co6
bénh, tridu chimg ciia bénh, hoic xu hudng mic bénh. Theo mot phuong 4n khéc, didu
tri bﬁng bao gdm viéc g dung hoic sir dung dugc phidm bao gdm phan tir lién két
khang CD100, chdng han, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia no, theo
séng ché cho bénh nhén, hodc tng dung hodc st dung dugc phém bao gém phén tr
lién két khang CD100 v6i md hodc dong té bao duge phén 14p tir bénh nhén, trong do6

bénh nhan co bénh, triéu chimg cia bénh, hoic xu huéng mic bénh.

Phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé hodc manh lién két véi
khéng nguyén clia né, theo sang ché 13 hiru dung dé diéu trj khéi u 4c tinh va khong ac
tinh khac nhau. Thujt ngit “hoat tinh khéang khéi u” nghia 13 sy gidm mirc d6 ting sinh
hoic tich liiy ctia té bao biéu hién CD100 4c tinh, va do d6 1a sy giam téc do sinh
trueéng ciia khdi u hodc trong khéi u phat trién trong khi didu tri, vi/hoic phé v té bao
ung thu da c6 (khdi u) hodc t& bao ung thu mdi hinh thanh, va do d6 la giam kich
thuéc toan phan ctia khdi u trong qua trinh diéu tri. Ching han, diéu tri bang it nhit
mot khang thé khang CD100 tao ra dap umg sinh 1y, ching han, gidm qu4 trinh tao

mach, 13 ¢6 loi vé& mit diéu tri bénh lién quan dén t& bao biéu hién CD100 & nguvi.

Theo mot phuong 4n, sing ché d& cip dén phan tir lién két khang CD100,
chdng han, khang thé hoic manh lién két voi khang nguyén ctia no, theo sang ché dé
sir dung 1am thude, cu thé dé st dung trong diu tri hodc didu tri dy phong ung thu
hodc dé sir dung trong diéu tri tdn thuvong hodc tinh trang tién ung thu. Theo mot sd
phuong 4n, phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thd hogc manh lién két
v6i khdng nguyén clia né, theo sang ché dugc st dung dé didu tri ung thu biéu hién

qué mitc CD100. Theo mét s& phuwong an, phan tir lién két khang CD100, chdng han,
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khéng thé hodc manh lién két v6i khang nguyén cia nd, theo sang ché dugc sir dung

dé diéu tri ung thu viing diu va cb hoic dai trang biéu hién qua mac CD100.

Hon nita, phan tr lién két khang CD100, chdng han, khang thé hoic manh lién
két v6i khang nguyén cta né, theo sang ché cciing c6 thé dugc st dung d8 e ché qua
trinh tao mach dé diéu tri tinh trang bénh ly phu thudc vao qua trinh hinh thanh mach
mé&u méi, bao gdbm qua trinh phat trién khdi u va thoai hoa diém vang. Tao mach la
mot qua trinh tao hinh thai nhiéu buéc trong do té bao ndi bi, dugc kich thich b%lng cac
yéu téquyé't dinh chinh ciia qua trinh tai tao hinh mach, bién d6i méi lién hé té bao-té
bao va té bao-chét nén ciia chiing, va di chuyén mot cach truc tiép dé duoc tai td chirc
vao mQt hé mach trudéng thanh (Bussolino et al., Trends Biochem Sci. 22:251-256
(1997); Risau, Nature 386:671-674 (1997); Jain, Nat. Med. 9:685-693 (2003)). Su hinh
thanh mach mau méi 12 mot bude chi chét trong qué trinh phat trién phoi, nhung qué
trinh nay cling xay ra & ngudi 16n trong céc tinh trang sinh ly va bénh 1y, nhu bénh
vong mac, viém khép dang thép, thiéu mau cuc bd, va dic biét 1a sy sinh trudong khdi u
va di c¢an (Carmeliet, Nat. Med. 9:653-660 (2003)). Su hinh thanh bénh ly cic mach
méu méi & ddy duge goi 13 “tao mach xam nhép.” Basile et al., PNAS 1 03(24):9017-
9022 (2006)) di ching minh ring, khi dugc tach ra khoi té bao HNSCC, CD100 s&
kich thich su di cu cia té bao nodi bi, qua trinh nay s& bi ngin chin béi khang thé
khang CD100 va nh& qua trinh phan hity CD100. Qua trinh biéu hién qua mac CD100
cling dugc ghi nhan & tinh trang ung thu tuyén tién liét, dai trang, v, va phdi, chi ra
ring qua trinh biéu hién CD100 thuong 13 mot qua trinh thudng gip nhor d6 mét loat

c4c ung thu cacxinom c6 thé kich thich qua trinh tao mach.

Theo phuong phép theo séng ché, it nhit mot phén tir lién két khang CD100,

chcfng han, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia nd, s& duge sir dung dé

‘kich d4p g diéu tri duong tinh dbi véi té bao 4c tich ctia ngudi. Thuat ngit “ddo tmg
diéu tri tich cuc” vé6i didu tri ung thu c6 nghia 13 su cai thién tinh trang bénh di kém

v6i hoat tinh khéng khdi u coa phén tir lién két, chcfng han, khang thé hodc manh cia

n6, va/hoic sy cai thién triéu chimg lién quan dén the bénh. Nghia 13, tac dung chdng

tdng sinh, ngan ngilra sy phat trién khéi u qua muec, giam kich thudc khéi u, giam hé

mach khoi u, giam so lugng t€ bao ung thu, va/hodc giam mét hodc nhiéu triéu ching
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lién quan dén the bénh c6 thé phat hién dugc. Do d6, chdng han, sw cai thién bénh c6
thé dic trung béi dap tmg hoan toan. Thuat ngir “dap ing hoan toan” 1a khong cé bénh
c6 thé phat hién duoc trén 1am sang véi su trg vé trang thai binh thudng cta két qua
xét nghiém chin doan hinh anh, tity xuong, va dich nio tiy (CSF) bt thuong trude
d6. Pap tng nhu trén cin kéo dai it nhat mot thang sau didu tri theo phuong phap theo
sang ché. Theo mdt cach khac, su cai thién bénh c6 thé dugc phén loai thanh dap g
mot phan. Thuat ngir “d4p tng mot phan” c6 nghia 13 c6 su giam it nhét khoang 50%
thong s6 khéi u do duoc (nghia la, sb lwong té bao ung thu trong d6i twong) khéng c6
tén thuong méi va kéo dai trong it nhit mot thang. Déap tmg nhu vay chi ap dung cho

cac khdi u do duoc.

Dép ting khdi u c6 thé dugce danh gia v& su thay ddi hinh thai khéi u (nghia Ia,
kich thu6c khdi u toan phan, sb luong té bao khéi u, va tuong tu) st dung k¥ thuat
sang loc nhu k¥ thut chup anh phét quang sinh hoc, ching han, chup anh luciferaza,
chup 4nh quét xuong, va sinh thiét khéi u bao gdm k§ thuat choc tay xuong (BMA).
Ngoai cac ddo tng diéu tri dwong tinh, ddi tuong dugc didu tri bing phan tir lién két
khang CD100, chdng han, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia no, ¢ thé
dugc hudng 1gi cla su cai thién tri€u chig lién quan dén bénh. Chéng han, dbi tugng
c6 thé c6 su gidm tri¢u chung dugc goi 1a triu ching B, chcfng han, md hoi trdm, sbt,

sut can, va/hodc may day.

Phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé hodc méanh lién két khang
nguyén ciia né, dugc dé cp trong ban mo ta nay cling c6 thé duoc sir dung trong diéu
tri bénh viém va suy giam hodc r6i loan hé mién dich lién quan dén té bao biu hién
CD100. Bénh viém dac trung bdi qua trinh viém va ph4 hity md, hoic dang két hop
ctia ching. Thuit ngir “thudt nglt khang viém” cé nghia 1a sy gidm hodc ngin ngira
viém. “Bénh viém” bao gém qué trinh viém mién dich trong do su kién khéi phét hodc
dich ctia dap tng mién dich 6 lién quan dén cac khang nguyén khong than thudc, bao
gbm, ching han, khang nguyén la, khang nguyén ghép, khang nguyén virut, khang
nguyén vi khuén, khang nguyén khong 13, hodc chit gy di tng. Theo mot phuong én,
bénh viém 13 rdi loan viém cia hé than kinh ngoai bién hodc hé than kinh trung uong.

Theo mdt phuong 4n khéc, bénh viém 12 r6i loan viém ctia khép.
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Hon nita, theo sang ché, thuat ngir “bénh viém” bao gbm “bénh ty mién.” Nhu
duoc st dung trong ban md ta ndy, thuat ngit “tw mién” thudong duge hiéu 13 qua trinh
viém do mién dich lién quan dén khéang nguyén “than thudc”. Trong bénh tu mién,
khéng nguyén than thudc sé& kich thich d4p tmg mién dich ctia co thé. Bénh tu mién cé
- thé 1a do d4p tmg mién dich khong thich hop khéng lai tryc tiép khang nguyén than
thudc (tu khang nguyén), 13 su sai 1éch tir trang thai binh thuong ciia co ché ty dung
nap. Néi chung, khang thé (dic biét, nhung khong chi 12 IgG), 14 phén tir gdy doc té
~ bao ho#c phirc hé mién dich, 1a chét trung gian co ban ctia cdc bénh tu mién khac

nhau, nhiéu trong s6 d6 c6 thé gay tan phé hoic de doa dén tinh mang.

Theo mét phuong én, phéan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé
hodc manh lién két khang nguyén, theo sang ché dugc sir dung dé didu tri xo cung rai
- rac (MS). MS, con duge goi 1a xo cuing lan toa hodc encephalomyelitis disseminata, 13
mot tinh trang tu mién trong d6 hé mién dich tn cong hé than kinh trung wong, dan
dén 'qué trinh khtr myelin héa. Tén xo cimg rai rac ding dé chi mé seo (xo cung, ciling
dugc goi 12 mang hoic ton thuong) hinh thanh & hé than kinh. Tén thuwong MS thuong
bao gdm ving chét tring gin vi no that cua tiu ndo, than ndo, hach gbc va tily séng,
va day than kinh thi gidc. MS gdy ra su pha hity t bao than kinh dém it gai, té bao c6
vai tr0 trong viéc tao ra va duy tri 16p myelin. MS s& 1am méng hodc 1am méit hoan

toan myelin va, khi bénh tién trién s€ lam dt soi truc.

Triéu chimg than kinh trong MS c6 thé rit khac nhau, va bénh thudong dién tién
thanh khuyét tat vé mit thé chét va nhan thirc. MS c6 mat vai dang, véi triéu ching
m6i xdy ra thanh nhitng con riéng biét (dang suy giam) hodc tich iy tr tir theo thoi
gian (dang dién tién). Gitta c4c co phat bénh, triéu chimg c6 thé bién mit hoan toan,
nhung bénh nhan thudng c6 céc tén thuong than kinh thudng, dic biét khi bénh tién
trién.

Qua trinh trung hoa CD100 st dung khang thé don dong khang CD100 theo
séng ché, chdng han, MAb 2503, MAb 67 hoic MADb 76, c6 thé duoc s dung @& lam
giam mirc 4 nghiém trong cia MS thong qua mét vai co ché khac nhau, chang han,

khéang thé don dong khang CD100 cé thé chin qué trinh hoan thién mién dich va hoat
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héa bdi CD100 @ 1am giam mirc do suy giam bang cah giam dép tmg mién dich tht
cip khang khang nguyén cuia hé thin kinh trung wong, va khang thé don dong khang
CD100 c6 thé chan tac dung cia CD100 hoa tan trong qua trinh kich thich chét theo
chuong trinh cta t€ bao thin kinh dém it gai trong CNS c¢6 thé 1am gidm muc do

nghiém trong ctia bénh bing cach giam qua trinh khir myelin hoa.

Theo mét phuong 4n, phéan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé
hozc manh lién két khang nguyén, theo sang ché dugc sir dung dé diéu tri viém khép.
Viém khép, 12 tinh trang viém ctia khép, c6 thé 13 do tinh trang tu mién gay ra trong d6
hé mién dich tin cong khép. Theo mot sb phuong an, viém khép duoc chon tir nhém
bao gbém viém xuong khép, viém khép gout, viém cting khép dét séng, viem khép vay
nén, viém khép phan tng, viém khép dang thip, viém khép dang thap thoi nién thibu,
- viém khép nhiém tring, viém khép do viém, viém khép nhiém khudn, viém khép
thoi héa, cit cut do viém khép, va viém khép tir chi. Theo mét phwong én, viém khép
13 viém khép dang thip (RA).

Sang ché bao gdm phuong phap didu tri hodc ngan ngira viém khép bang cach
sir dung cho db6i twong phén tir lién két khang CD100 theo sang ché, chdng han, MAb
2503, MAb 67 hoac MAb 76. Phuong phap theo sang ché c6 thé 1am giam dau, Xung
hoic ctmg lién quan dén viém khép, chdng han, viém khép dang thip. Sang ché cling
dé cap dén phuong phap cai thién hiéu nang, chirc ndng, va stc khoe cta khdp. Theo
mot s& phuong 4n theo sang ché, didu trj s& gay ra sy gidm muc d) nghiém trong cta -
viém khép, giam mirc 40 nghiém trong viém khdp/dién tich dudi duong cong, gidm
céc thong s6 mo bénh hoc lién quan dén viém khép (viém, dich ri viém khép, t6n
thuong sun, va ton thuong xwong), gidm ndng d6 axit arachidonic trong huyét thanh,
hodc gidm khang thé khang collagen. Theo mét s§ phwong an, két qua c6 loi hodc két
qua 1am sang bao gbém, nhung khéng chi gi6i han &, gidm triéu chtng lién quan dén
viém khép; ngdn ngira viém khép; 1dm cham su phét trién cia viém khép; giam ty 1€
viém khép trong quén thé; gidm mirc d cia tinh trang lién quan dén viém khép; én
dinh héa (nghia 13, khong 1am x4u di) tinh trang, r6i loan hoic bénh lién quan dén
}Viém khép; 1am chdm sy phat trién cta tinh trang, rdi loan hodc bénh lién quan dén

viém khép; gidm tinh trang, 1di loan hoic bénh, giam (mdt phin hoic toan bd) tinh
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trang, rbi loan hodc bénh lién quan dén viém khép, c6 thé phat hién hodc khong thé
phét hién dugc; hodc gia ting hoic cai thién tinh trang, r6i loan hodc bénh lién quan

dén viém khop.

Phuong phép theo sang ché c6 thé duogc sir dung cho dbi tugng bi viém khop
hoic ddi twgng cé nguy co bi viém khop. Do d6, theo mot sb phuong 4n sang ché dé
cap dén phuong phap diéu tri dbi twong c6 khép binh thuong, khép bi vién quanh,
hoic khép viém ndng, phuong phap bao gbm viéc sir dung phén tir lién két khéng
CD100 theo sang ché, chdng han, MAb 2503, MAb 67 hoic MAb 76, cho déi twong
nhu dugc dé cp trong ban md ta nay. Theo mot sb phuong 4n, phuong phép theo sang

ché c6 thé dugc sir dung dé diéu tri viém khép man tinh cho dbi turong.

Theo phuong phap theo sang ché, it nhat mot phan tir lién két khang CD100,
chdng han, khang thé hoic manh lién két khéng nguyén cta no, nhu dugc dinh nghia
trong ban md ta nay dugc sir dung d kich thich dép tmg didu tri duong tinh vé6i didu
tri hodc ngdn ngira bénh ty mién va/hoic bénh viém. Thuat ngit “ddp Gng didu tri
duong tinh” vé6i bénh tu mién vi/hoic bénh viém 13 su cai thién the bénh di kém véi
thudt ngit khang viém, hoat tinh khang tao mach, hoat tinh khang qua trinh chét t& bao
theo chuong trinh, hodc tuong tu, clia khang thé, va/hodc su cai thién tri¢u.ching lién
quan dén the bénh. Nghia 13, tic dung chéng tdng sinh, ngdn nglra sy tang sinh hon
nita t€ bao biéu hién CD100, giam d4p tng viém bao gdm nhung khong chi gi6i han &
giam qua trinh tiét xytokin gay viém, phén tir dinh, proteaza, globulin mién dich (trong
cac truong hop trong d6 t& bio mang CD100 14 té bao B), hdn hop cia né, va tuong tu,
gia ting qua trinh san xuét protein khang viém, giam s6 lwong té bao tw mién, tang
mirc 46 dung nap mién dich, &rc ché qu4 trinh séng s6t cia té bao tu mién, giam qua
trinh chét theo chuong trinh, giam su di cu cia té bao nodi bi, ting su di cu cla té bao
don nhén tu phét, gidm mdt hoic nhiéu triéu chung gay ra do qué trinh kich thich
CD100 hogc té bao biéu hién CD100 c6 thé phat hién duge. Pép tng didu tri duong
tinh ndi trén khong bi gi6i han & dudng dung va c6 thé bao gdm viée sir dung cho
ngudi nhan, md clia ngudi nhan (nhu ching han qua trinh truyén vao co quan), vat

chit, hdn hop bat ky ctia chiing, v tuong tu.
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Dép tng 1am sang c6 thé dugce danh gia s dung k§ thuat sang loc nhu chup
cong hudng tir (MRI), chup x-quang, chup cét 16p vi tinh (CT), phuong phap do dong
chay té bao hoic phan tich chon té bao dugc hoat héa huynh quang (FACS), m6 hoc,
bénh hoc, va héa huyét hoc, bao gdm nhung khong chi gi6i han & céc thay ddi c6 thé
phét hién bang ELISA, RIA, sic ky, va twong tw. Ngoai dap tmg didu trj dwong tinh,
déi tuong dwoc didu tri bing phan tir lién két khing CD100, ching han, khéng thé

" hozc ménh lién két khang nguyén cta nd, c6 thé thay tac dung co lgi 1a su cai thién

triéu ching lién quan dén bénh.

Phan it lién két khang CD100, chéng han, khang thé hoic méanh lién két khang
nguyén ctia nd, co thé duoc st dung cung vdi it nhét mot liéu phéap ung thu khac, bao
gém, nhung khong chi giéi han 6, ph?lu thuat (chcfng han cét 14 lach, cét gan, cit bd
hach bach huyét_, tach bach cau, céy ghép tiy xuong, va tuong tu); xa tri; héa tri liéu,
tly v cung véi cdy ghép tiy xuong tir sinh, hodc cac lidu phép ung thu khéc; trong d6
liéu phép ung thu khac bd trg duge sir dung trude, trong, hodc sau phén tr lién két
khang CD100, chdng han, khang thé hodc manh lién két khéang nguyén cua né. Do do,
khi liéu phap két hop bao gdm viéc sir dung phan tir lién két khang CD100, chdng han,
khang thé hoéc manh lién két khang nguyén cta no, theo sang ché cung vd&i viéc su
dung chét tri liéu khéac, nhu héa tri lidu, xa tri, khang thé khéng ung thu khéc, liéu
phép ung thu khac dya trén phan tir nho, hodc liéu phap ung thu khac duya trén diéu tri
mién dich, phuong phép theo sang ché bao gdm viéc ddng st dung, str dung céc ché
phém riéng biét hodc mdt dugce phém duy nhét, hodc va sit dung lién tuc theo trinh tu

bat ky.

Phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé hoic manh lién két véi
“khang nguyén ciia no, theo sang ché c6 thé duoc sir dung cing v6i mot chét tri lidu da
biét ¢ diu trji bénh tu min va bénh viém, bao gdm hoat chat hodc hdn hop cac hoat

* chét bt ky duogc biét 14 ¢6 tic dung, hodc di dugce st dung hodc dang duoc sit dung &é
diéu tri bénh tw mién va bénh viém. Do d6, khi liéu phap két hop bao gdm viéc st
dung phéan tir lién két khang CD100 cing v&i mét 1chit tri liéu khéc, phuong phép
theo sang ché bao gdm viéc ddng st dung, st dung cac ché phim riéng biét hodc mot

dugc phdm duy nhét, hoic va sir dung lién tuc theo trinh tu bit ky. Theo mét sb
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phuong 4n theo sang ché, khang thé khang CD100 dugc dé cap trong ban mo ta nay sé
dugc sir dung cliing véi chat e ché mién dich hodc chét chéng viém, trong do khéng
thé va chét tri liéu c6 thé dugc sir dung theo thtr tw bit ky, hodc ddng thdi (nghia I,

ddng thoi hodc trong cling mot khoang thoi gian.

Theo mdt s& phuong 4n khéc, phan tir lién két khang CD100, ching han, khéng
thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né, theo sang ché c6 thé duge sir dung riéng
biét hogic cing v6i chit tc ché min dich d diéu tri va/hodc ngan nglra viém khép
dang thép. Do d6, theo mot s& phuong 4n khi khang thé khang CD100 theo sang ché
dugc st dung dé didu tri viém khép dang thip, khang thé c6 thé duge sir dung cung
v6i chit rc ché mién dich thich hop. Nhur da néu, hidu qua didu tri ¢6 thé dugc dénh
gia bang cach st dung mot phuong phép bét ky va bao gdm, nhung khong chi gi¢i han
~ &, hiéu qua do bang dap img 1am sang dugc xac dinh bang tidu chuln cia hoi Thip
khép ctia My, tidu chudn thip khép chau Au, hodic mot tidu chudn bét ky. Tham khao
ching han, Felson et al., Arthritis. Rheum. 38:727-35 (1995) va van Gestel et al., Viém
khop Rheum. 39:34-40 (1996).

Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé khang CD100 theo sang ché ¢6 thé dugc
st dung riéng bi€t hodc cung véi chét tc ché mién dich dé diéu tri va/hodc ngin nglra
X0 cimg rai rac. Do d6 theo mdt sd phuong 4n where khang thé khang CD100 theo
sang ché duoc st dung dé didu tri xo cling rai rac, khang thé c6 thé duge st dung cung

vGi chit rc ché mién dich thich hop.

Theo mot phuong 4n khic, sang ché dé cép dén viéc sir dung phén tir lién két
khang CD100, ching han, khang thd hoic manh lién két khéng nguyén ciia né, dé theo
ddi chan doan ndng do protein trong md nhur 12 mot phéan ciia quy trinh xét nghiém lam
sang, chdng han, d¢ danh gia hiéu qua ciia mot ché do didu trj nhit dinh. Chéng han,
qué trinh phét hién c6 thé dugc hd trg bing cach két hop khang thé véi co chét c6 thé
phat hién duge.Vi du vé co chét c6 thé phét hién duogc bao gbm enzym, nhém gia, vat
liéu huynh quang, vét liéu quang hoa, vat liéu quang hoa sinh hoc, vét liéu phéng xa.
Vi du vé enzym bao gbm horseradish peroxidaza, phosphataza kiém, B-galactosidaza,

hodc axetylcholinesteaza; vi du vé phc hé nhém gia thich hop bao gdm
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streptavidin/biotin va avidin/biotin; vi du vé vat liéu huynh quang thich hop bao gdm
-umbelliferon, fluorescein, fluorescein isothioxyanat, rhodamin, dichlorotriazinylamin
fluorescein, dansyl clorua hodic phycoerythrin; vi du vé vét liéu quang héa bao gbms
luminol; vi du vé& vat liéu quang hoa sinh hoc bao gém luciferaza, luciferin, va

aequorin; va vi du v& vat liéu phéng xa thich hop bao gém 125y 1311 35g, hoic *H.
VHI. Dugc phdm va phuong phap sir dung

.. Phuong phép bao ché va s dung phan tir lién két khang CD100, chdng han,
~ khang ;h_»é,‘hovajlc,,ménh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xudt ctia no, theo sang
ché'”_c,ho déi tugng da dugc biét dbi v6i cac chuyén gia trong linh vie ky thuét nay.
Dudng dung phéan tir lién két khang CD100, e.g, khang thé, hoic manh lién két khang
nguy.én, bién thé, hoic din xuét cia nod, ¢o thé, chéng han, qua dudng miéng, ngoai
- dudng ti€u héa,,bellng cach x0ng hit hodc ngoai ra. Thudt nglt ngoai dudng tiéu héa -
Nhu dugce st dung trong ban md t& nay bao gém, chcfng han, trong tinh mach, trong
dong mach, trong phic mac i bung, trong co, dudi da, qua truc trang, hodc qua 4m
dao. Trong khi tit ca cac dang sir dung déu thiléc pham vi clia sang ché, vi du v& dang
*str dung 13 dung dich pha tiém, cu thé dé tiém hodc truyén trong tinh mach hoac trong
~dong mach. Théng thuong, duge phdm thich hop dé tiém c6 thé bao gbém dém (chdng
~hgn-dém axetat, phosphat hoac xitrat), chét hoat dong bé mat (chcfng han polysorbate),
“tiy ¥ chit dn dinh (chdng han albumin cta ngudi), v.v.. Tuy nhién, theo phuong phap
theo séng ché, phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé, hoic manh lién
két khang nguyén, bién thé, hozic din xuét cta nd, theo sang ché c6 thé dugc phan phdi
" truc ﬁép Véb vi tri t& bao bi bénh nhd d6 1am ting mirc 0 phoi nhiém ciia md bénh véi

chét trj liéu.

Nhu duge thao luan trong ban mé ta ndy, phan tir lién két khang CD100, ching
~ han, khang thé, hoic manh lién két khéang nguyén, bién thé, hoic din xuit cia nd, theo
-séng ché co thé dugc st dung véi lugng c6 hiéu qua diéu tri dé diéu tri in vivo bénh do

t& bao bidu hién CD100 giy ra nhu mot sb loai ung thu, bénh ty mién, bénh viém bao
~ gbm hé than kinh trung wong (CNS) va hé than kinh ngoai bién (PNS), bénh viém, va
tao mach xam nhép. Theo khia canh nay, cé thé nhan biét ring phén tr lién két theo
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sang ché s& dugc bao ché dé hd trg qua trinh str dung va kich thich d6 6n dinh cta hoat
chat. Tét hon, néu dugc phdm theo sang ché bao gdm chit mang vo trung, khong doc,
dugc dung nhu mudi sinh ly, dém khéng doc, chit bao quan va tuong tu. Theo sang
ché, lugng ¢6 hidu qua diu trj ctia phan tir lién két khang CD100, ching han, khang
thé, hodc manh lién két khéng nguyén, bién thé, hodc din xuét cia nd, lién hop hodc
hodc khong lién hop, s€ 1a lugng da dé dat duoc sy lién két co6 hidu qua voi dich va dé
dat duoc loi ich diéu tri, chcfng han, dé giam nhe tridu chimg cta bénh hojc rdi loan

hodc dé phat hién co chat hoic t& bao.

Dugc phim dugc sir dung theo sang ché s& bao gbm chat mang dugc dung, bao
:g'é)m, chéng han, chat trao dbi ion, alumina, nhom stearat, lexithin, protein huyét
thanh, nhu albumin huyét thanh ciia ngudi, dém nhu phosphat, glyxin, axit sorbic, kali
Sorbat, hén hop glyxerit mot phan cia axit béo bio hoa trong diu thuc vat, nude, mudi
hééc dién giéi,'nhu protamin sulfat, dinatri hydro phosphat, kali hydro phosphat, natri
clorua, mudi kém, silica keo, magie trisilicat, polyvinyl pyrrolidon, co chét dua trén
xénluioza, polyétylen glycol, natri carboxymetylxenluloza, polyacrylat, sap, polyme
~ phong bé polyetylen-polyoxypropylen, polyetylen glycol, va diu bong.

Duogc pham sir dung ngoai dudng tiéu hda bao gdm dung dich, hén dich, va nhii
“twong vo tring trong nudc hoic khong trong bude. Vi du vé dung mdi khéng phai
nudc 1a propylen glycol, polyetylen glycol, diu thuc vat nhu dau oliu, va este hitu co
tiém dugc nhu etyl oleat. Chdt mang nudc bao gdm, chdng han, nudc, dung dich
~ cdn/nuée, nhil tuong hodc hon dich, bao gém mubi sinh ly va mdi truong dém. Theo
‘sang ché, chat mang dugc dung c6 thé 13, nhung khong chi gidi han ¢, d&m phosphat
0,01 d&n 0,IM va thuong 12 0,05 M hoic mudi sinh Iy 0,8%. Cac chét mang ngoai
dudng tiéu héa khac bao gdm dung dich natri phosphat, dung dich Ringer dextroza,
dextroza va natri clorua, Ringer lactat, hodc diu cb dinh. Chét dan thudc trong tinh
mach bao gom dich 16ng va chit don dinh dudng, chit don dién giai, nhu cac chit dua
trén Ringer dextroza, va tuong tir. Chét bao quén va chéit b tro khéc ciing c6 thé c6
nhu, chrfmg han, chét khéng khudn, chét chéng oxi héé, chét tao cang, va khi tro va

tuong tu.
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Cu thé hon, dugc phdm thich hop d tiém bao gdm dung dich (tan trong nudc)
‘hodc dich phén tan va bt vo tring dé tao dung dich tiém v6 tring hodc hén dich tiém
v trung. Trong trudng hop nay, cic thanh phan can phai vo tring va & dang dich léng
dt & linh dong trong bom tiém. Dugc phim cin phai 6n dinh trong diéu kién san xuét
va bao quén va thudng dugc bado quan khoi qua trinh nhiém vi sinh vat, nhu vi khudn
va nidm. Chit mang c6 thé 13 dung méi hodc moi trudng phéan tén chira, ching han,
nuéc, ethanol, polyol (chdng han, glyxerol, propylen glycol, va polyetylen glycol 16ng,
va tuong tu), va hdn hop cla chiing. P9 16ng thich hop ¢6 thé dugc duy tri, ching han,
bang cach st dung chét bao nhur lexithin, duy tri kich thuée tiéu phin cin thiét trong
| trucmg hcyp thé phﬁn tan va sir dung chit hoat dong bé mit. Dang bao ché thich hop dé
St dung trong phuong phap diéu tri duqé dé cap trong ban md ia nay duge @& cap
| trong tai liéu Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co.) 16th ed.
(1980).

- Ngin ngtra hoat dong ciia vi sinh vat c¢é thé dat dugc bang cach st dung chét
- khang khudn va khang ndm khac nhau, ching han, parabens, chlorobutanol, phenol,
axit ascorbic, thimerosal va tuong tu. Trong nhiéu truong hop, c6 thé dua chit ding
truong, chéng han, duémg, rugu da chirc, nhu mannitol, sorbitol, hodc natri clorua vao
trong duge phdm. Qua trinh hip thu kéo dai dugce phdm tiém c6 thé duoc tao ra bing
cach dua vao duwoc phdm chit lam cham quéa trinh hdp thu, ching han, nhém

monostearat va gelatin.

Trong trudng hop bat ky, dung dich tiém vo tring c6 thé dugc tao ra bang cach
dua hoat chét (chdng han, khang thé khang CD100, hoic manh lién két khéng nguyén,
bién thé, hodc din xudt cta no, ri€ng biét hodc cung véi cac hoat chét khéac) véi luong
cin thiét vao dung mdi thich hop v6i mot hodc hdn hop cac thanh phan duge néu trong
ban md ta ndy, sau d6 1a loc vo trung. Néi chung, dich phan tan s& dugc tao ra bang
cach dura hoat chat vai chit din thubc vo trung, chira mdi trudng phén tan cé tinh bazo
va cac thanh phin can thiét néu trén. Trong trudng hop st dung bdt vo tring dé bao
ché dung dich tiém vo tring, phuong phap bao ché duoc vu tién 1a sdy trong chan
khong va dong kho dé tao ra bot hoat chét cing véi cac thanh phan bd trg mong mubn

kbac tir dung dich d3 dugc loc v tring ctia chiing. Ché phim pha tiém s& duge xir ly,
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nhoi Véé vat chira nhu 6ng tiém, tai, chai, bom tiém hodc 19, va han kin trong diéu kién
v6 khudn theo phuong phap d biét trong linh vure k¥ thuat nay. Hon nita, dugc phédm
c6 thé dugce dong goi va luu hanh & dang bo kit duge dé cap trong Loat don yéu ciu
chp bang doc quyén sang ché M¥ s6 09/259,337. Céc thiét bi ndy s& c6 nhin hodc
dudng dan sir dung di kém véi dugc phim hitu dung trong qua trinh didu tri déi tuong

bi, hodc cé nguy co bi bénh hodc rdi loan.

~ Dang bao ché ding ngoai dudng tiéu héa cé thé 13 lidu tiém duy nbét, dugc
_pham truyén hogc lidu tiém véi lidu luong duy tri. Dugc phdm c6 thé duge sir dung
trong mot giai doan c¢b dinh hoic thay déi, chdang han, mot 1an trong mot ngay, hodc

theo “nhu cau”.

B Mét s6 dugc phém dugce str dung theo sang ché c6 thé dugc st dung qua duodng
miéng & dang lidu duge chip nhan bao gdm, chdng han, vién nang, vién nén, hdn dich
hogic dung dich 1éng. M6t sé duge phidm ciing c6 thé duge st dung qua duong miii
~ hogc xdng hit. Dugc phim c6 thé dugc tao ra & dang dung dich trong mudi sinh 1y, sir
dung benéyj ancol hoic chat bao quan thich hop khéc, chét kich thich hép thu d2 gia
 tdng sinh kha dung, vd/hodc cac chit hoa tan hodc phén tan thudng quy khac.

Luong phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé, hoic manh, bién
thé, hoiic din xuit cia no, ¢ thé két hop dugc véi chit mang dé tao ra dang liéu don
s& thay dbi phu thudc vao ddi twong duge didu trj va phuong phap st dung cu thé.
Dugc phém c6 théde s dung & dang liéu don, nhiéu liéu hodc trong mot giai doan &
dang dich truyén. Ché do lidu ciing c6 thé dugc didu chinh @8 tao ra dép tng mong

mubn t&i wu (chdng han, dap tmg didu tr hodc didu tri du phong).

Theo pham vi ctia sang ché, khang thé khang CD100, hoc manh lién két khang
" nguyén, bién thé, hodc din xult ciia n6 theo sang ché c6 thé dugc st dung cho ngudi
hdéc dong vat theo phuong phép diéu tri néu trén & luong da dé tao ra tac dung diéu
tri. Khang thé khang CD100, hoic manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din
xuét ctia né theo sang ché co thé dwoc st dung cho nguodi hode dong vat khac & dang
liéu thuong quy bing cach két hop khang thé theo sang ché vai chit mang dugc dung

hodc chét pha lodng dugc dung theo k§ thuit da biét. Chuyén gia trong linh vuc k¥
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thuat ndy c6 thé nhan ra ring dang va dic diém cia chét mang hojc chét pha loing
dugc dung s& dugc quy dinh bdi wgng hoat chit, dudng dung va cac thong sb da bibt
khéc. Céc chuyén gia trong linh vuc k¥ thuit nay ciing s& nhan ra ring hdn hop bao
, gﬁ“)m mdt hodc nhiéu loai phén tr lién Két khang CD100, chéng han, khang thé, hodc
manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic din xuit cia no, theo sang ché c6 thé c6

hiéu qua.

- Thuat ngit “lugng hodc lidu c6 hiéu qua diéu tri” hodc “lugng co6 hiéu qua” l1a
“luong phén tir lién két khang CD100, ching han, khang thé hodc manh lién két khang
‘nguyén cla nd, khi dugce sir dung sé& tao ra dép tng diéu tri dwong tinh trong qué trinh

di€u tri bénh nhan bi bénh can diéu tri.

“Liéu ¢6 hiéu qua diéu trj cta duoc phflm theo sang ché, dé diéu tri bénh do té

* bao biéu hién CD100 gdy ra nhu mot s6 loai ung thur, cliéng han, ving dau va cb,
tuyén tién liét, dai trang, v, va phéi ung thu; bénh ty mién, chc‘?ng han, viém khép, xo
cling rai ric, bénh viém bao gdm hé thin kinh trung vong (CNS) va hé than kinh ngoai
bién (PNS) bénh viém; va tao mach x&m nhép, thay dbi phu thudc vao nhiéu yéu to
khac nhau, bao gdm phuong phdp st dung, vi tri dich, tinh trang sinh 1y cda bénh
nhan, bénh nhin 12 ngudi hay dong vit, cac thudc khic duge six dung, va lidu didu tri
1a &iéu tri dﬁ phong hay diéu tri. Thong thudng, bénh nhén 12 nguoi, ddng vat co va
’khéng phéi ngudi bao gdm ddng vét co vii chuyén gen ciing c6 thé dwoc didu tri. Liéu
 didu tri ¢6 thé duoc x4c dinh si dung phuong phép thudng quy da biét trong linh vuc

k§ thuat nay dé toi uvu d9 an toan va hiéu qua cua dugc pham.

Luong cla it nhit mot phan tir lién két khang CD100, chdng han, khéng thé
hozc manh lién két v6i khang nguyén cia né, duge si dung c6 thé duoc xdc dinh béi
Wchtiyé'n gia trong linh vuc k¥ thuat ndy ma khong can mét thir nghiém khong can thiét
iriﬂélo theo sang ché. Yéu t6 anh huéng dén phuong phap st dung va lugng tuong mg
clia it nhat mot phan tir lién két khang CD100, chdng han, khang thé, manh lién két
khéhg ﬁguyén, bién thé hodc din xuét cia nd bao gbm, nhung khong chi gidi han ¢,
mirc dd nghiém trohg ctia bénh, tién st bénh, va tudi,chiéu cao, thé trong, strc khoe, va

tinh trang sinh 1y ctia bénh nhan trong diéu tri. Tuong tu, lrong phan tir lién két khang

-82-



23676

CD100, chcfng han, khang thé, hodc manh, bién thé, hodc din xuét cua né, dugc st
dung s& phu thudc vao phuwong phép sir dung va liéu bénh nhén c6 dugc diéu tri bang

mot liéu duy nhit hay nhiéu liéu.

Séang ché ciing dé cap dén viéc sir dung phén tir lién két khang CD100, ching
han, khang thé hosic manh lién két khéng nguyén, bién thé, hodc din xuét caa no, trong
san xuét duoc phém dé diéu tri bénh tu mién va/hodc bénh viém, bao gém, chc’;ng han,

viém khdp, xeo cing rai rac, CNS va PNS bénh viém, hodc ung thu.

Sang ,ché cling d& cép dén viéc s dung phén tir lién két khang CD100, ching
han, khang thé theo sang ché, hogc manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic din
xuét cia nd, trong sén xuét dugc ph'fun dé diéu tri dbi tuong bi bénh tur mién vi/hoic
bénh viém, hodc diéu tri a ung thu, trong d6 dugc phém dugc st dung & dbi tuong da
- dugc diéu tri tir trude bﬁngr it nhat mot chét tri liéu khac. Thuét ngit “dugc didu tri

trude” hodc “diéu tri trude” co nghia 1a déi tuong di dugc didu tri béng mdt hoac
-nhiéu lidu phap khéac (chdng han, dugc didu tri bing it nhit mot lidu phép ung thu
khac) tru6e duge didu tri bing dugc phim bao gdm phan tir lién két khang CD100,
“ chdng han, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén, bién thé, hoic din xuit cua
né. Thuat ngit “dugc didu tri trude” hodc “didu tri trude” chi ddi tuong di duge diéu
“tri bang it nhit mot liéu phap khac trong vong 2 nam, trong vong 18 thang, trong vong
1 ndm, trong vong 6 thang, trong vong 2 thang, trong vong 6 tuin, trong vong 1 thang,
- trong vong 4 tuan, trong vong 3 tudn, trong vong 2 tuln, trong vong 1 tuin, trong vong
6 ngay, trong vong 5 ngay, trong vong 4 ngay, trong vong 3 ngay, trong vong 2 ngay,
hogc thim chi 13 trong vong 1 day truéc bit dau didu tri bing dugc phim bao gbm
phan tr lién ket khang CD100, ching han, khang thé don dong 2503 dugc dé cap trong
ban mo ta nay, hoic manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic din xuit cta no.
Khong cén thiét ring bénh nhén phai c6 dap tng véi qua trinh diéu tri trude d6. Do do,
}bénh nhén dugc diéu tri béng dugc phém bao g@)nl phén tir lién két khang CD100,
'chc?ng han, khang thé hodc manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din xuét cia
n6 c6 thé c6 dap tmg, hodc khong dap tng (chdng han, tinh trang ung thu khéng didu
tr1 duroc) v6i phuong phap didu tri truée do, hodc véi mot hodc nhidu phuong phép

didu tri trudc d6 khi qua trinh diu tri trude bao gbm nhiéu liéu phéap. Vi du vé lidu
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phép ung thu khac dbi tuong c¢6 thé duge didu tri trude khi duge didu tri bang dugc
phim bao gdm phan tir lién két khang CD100, chdng han, khéng thé hoic manh lién
két khang nguyén, bién thé, hoic din xuét cia n6 bao gbm, nhung khéng chi giéi han
&, phiu thuét; xa tri; héa tri lidu, tuy y cung v6i ghép tiy xuong tu sinh, trong do chét
~ héa tri liéu thich hop bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, cac héa chit duge néu

trong ban mo té néy; liéu phap khang thé don dong khang ung thu; liéu phép ung thu
| dura trén phan tir nhd khéc, bao gdm, nhung khéng chi gidi han &, céc phén tr dugc
néu trén; liéu phip ung thu dya trén vacxin/mién dich; liéu phap steroit; lidu phap ung

thu khéc; hodc hdn hop cia ching.
* IX. Chén doan

Sang ché con dé cip dén phuong phap chin do4n hiru dung trong chin doan
- bénh do té bao biéu hién CD100 gdy ra nhu mdt s6 loai ung thu, bénh tu mién, bénh
viém bao gbm, chdng han, viém khép, xo cling rai réc, hé than kinh trung uong (CNS)
va hé than kinh ngoai bién (PNS) bénh viém, va tao mach xam nhép, bao gém viéc Xac
- dinh mirc d6 biéu hién ciia protein CD100 hodc ban sao phién ma trong mé hoic té bao
“hoic dich co thé cua ddi tuong va so sanh mirc do biéu hién do dugc voi mic do bidu
hién CD100 chudn trong md hoic dich co thé binh thuong, do d6 su gia ting mac d6

biéu hién so v4i mau chuan sé& 1a chi thi cia rdi loan.

- Khang thé khang CD100 theo sang ché va manh lién két khang nguyén, bién
thé, va d§n xuét ciia no, c6 thé dugc str dung dé thir nghiém n@)ng dd protein CD100
trong mau sinh hoc str dung phuong phap héa mé mién dich cb dién d3 biét trong linh
vuc k¥ thuat ndy (chdng han, see Jalkanen, et al., J. Cell. Biol. 101:976-985 (1985);
- Jalkanen et al., J. Cell Biol. 105:3087-3096 (1987)). Cac phuong phéap dua trén khang
thé khac hitu trong dé phat hién qua trinh biéu hién protein CD100 bao gbm thir
nghiém mién dich, nhu thir nghiém hép phu mién dich lién két enzym (ELISA), két tia
mién dich, hodc thdm tach Western. Thir nghiém thich hgp dugc dé cap chi tiét trong

ban mo ta nay.

Thuét ngit “thir nghiém mutc d6 bidu hién cua polypeptit CD100” ¢6 nghia 1a
xac dinh mot cach dinh tinh hodc dinh lwgng hodc uGe tinh néng do cta polypeptit
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CD100 trong mau sinh hoc thir nhét truc tiép (chdng han, bang cach xac dinh hodc uéc
tinh ndng dd protein tuyét d6i) hodc mot cach tuong ddi (chdng han, bing cach so
sanh véi ndng do polypeptit ctia bénh trong mau sinh hoc thi hai). Tét hon, néu murc
do biéu hién polypeptit CD100 trong miu sinh hoc thir nhit dugc xéc dinh hodc udc
~ tinh v so sanh véi ndng d6 polypeptit CD100 chuén, gia tri chudn dugc xé4c dinh tir
mau sinh hoc thir hai thu duge tir ddi tuong khong c6 the rbi loan hodc duge xac dinh
bang cach tinh ndng d6 trung binh ctia nhén déi tuong khong bi rdi loan. Nhu da biét
trong linh vyc k¥ thuit nay, khi da biét ndng d6 polypeptit CD100 “chuin c6 thé st

dung l3p lai gia tri nay lam gi4 tri chuan dé so sanh.

Thuat ngit “mAu sinh hoc” 1a mAu sinh hoc bat ky thu dugc tir déi tuong, dong
té bao, mo nudi cdy hodc cic ngudn té bao khac biéu hién CD100. Phuong phép thu
“duge mau sinh thiét mé va dich co thé tir dong vat c6 vu di dugc biét trong linh vyuc

k¥ thuat nay.
X. Thir nghiém mién dich

Khéng thé khang CD100, hogc manh lién két khang nguyén, bién thé, hodc din
xua‘i‘g cua no theo sang ché c6 thé dugc thi nghiém mirc d¢ lién két dic hidu mién dich
bang mot phuong phap bit ky di biét trong linh vuc k§7 thudt ndy. Thir nghiém mién
dich c6 thé dugc sir dung bao gdm, nhung khong chi gidi han & thir nghiém canh tranh
hodc khong canh tranh sir dung k¥ thuit nhu thdm tach Westerns, thi nghiém mién
~ dich phong xa, ELISA (thtt nghiém hép phu mién dich lién két enzym), thir nghiém
mién dich “sandwich”, thir nghiém két tia mién ‘dich, phan Gng precipitin, phan ng
precipitin khuéch tan vao gel, thir nghiém khuéch tan mién dich, thu nghi€ém agglutin
héa, thir nghiém cb dinh bd thé, thir nghiém do muc dd phong xa mién dich, thir
nghiém mién dich huynh quang, thir nghiém mién dich protein A. Thir nghiém néi trén.
1a thuong quy va di biét rd trong linh vuc ky thudt nay (tham khao, ching han,
- Ausubel et al., eds, (1994) Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley &

Sons, Inc., NY) Vol. 1). Mot s6 thir nghiém mién dich s& dugc dé cap vén tit dudi day.

Két tia mién dich thudong bao gbém budc pghaan giai mot sb té bao trong dém

phén giai nhu RIPA (1% NP-40 hodc Trifon X-100, 1% natri deoxycholat, 0,1% SDS,
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0,15M NaCl, 0,01M natri phosphat & pH 7,2, 1% Trasylol) dwoc bd sung chit tc ché
protein phosphataza va/hoic proteaza (chdng han, EDTA, PMSF, aprotinin, natri
vanadate), thém khang thé cin quan tAm vao dich phén giai t& bao, & trong mot khodng
thdi gian (ching han, 1 d&n 4 gid) & 4°C, thém hat sepharose protein A va/hodc protein
- G vao dich phan giai t& bao, u trong khoang mét gir hoc nhidu hon & 4°C, rta hat
" trong dém phan giai va t&i phan t4n hat trong dém SDS/miu. Kha ning giy két tia
mién dich ctia khang thé v6i mot khang nguyén cu thé c6 théde danh gia bang, chdng
han, phan tich thAm tach westen. Chuyén gia trong linh vuc k§ thuat ndy s& nhan biét
duoc thong sé ndo cin bién dbi dé gia ting muc do lién két cua khang thé véi khéng
Iiguyén va giam yéu t6 gy nhidu ciia méi trudng (chdng han, Jam trong so bd dich
| ﬁhﬁn giéi té 'béo bang hat sepharose). P& tham khéo chi tiét hon vé quy trinh két tia
mién "dich tham khao, chcfng han, Ausubel et al., eds, (1994) Current Protocols in

Molecular Biology (John Wiley & Sons, Inc., NY) Voi. 1 at 10,16,1.

Thim tich Western thudng bao gdm buée chudn bi miu protein, dién di miu
protein trén gel polyacrylamit (chdng han, 8%-20% SDS-PAGE phu thude vao trong
lugng phan tir ciia khang nguyén), chuyén miu protein tir gel polyacrylamit sang mang
nhu nitroxenluloza, PVDF hodc nylon, phong bé mang trong dung dich phong bé
(ching han, PBS véi 3% BSA hoic sita khong béo), rira mang trong dém rira (chdng
han, PBS-Tween 20), phong bé mang bang khang thé thir nhit (khang thé cin quan
. tdm) dugc pha lodng trong dém phong bé, rira mang trong dém rira, phong bé mang -
bing khéng thé thit hai (c6 kha ning nhén dién khang thé thir nhat, chdng han, khang
 thé khang ngudi) duoc lién hop véi co chit enzym (chdang han, horseradish peroxidaza
hodc phosphataza kiém) hodc phan tir ¢6 hoat tirth phéng xa (chdng han, **P hodc °I)
~ dugc pha lodng trong dém phong bé, rira mang trong dém, va phat hién sw c6 mit cia
khang nguyén. Chuyén gia trong linh vyc ky thuét ndy s€ nhén biét duoc thong s nao
can bién ddi dé gia taing muc do lién két cua khang thé v6i khang nguyén va giam yéu
t6 gdy nhifu cta méi truomg. P& tham khao chi tiét hon vé quy trinh thidm tach
- Western tham khdo, chéng han, Ausubel et al., eds, (1994) Current Protocols in

Molecular Biology (John Wiley & Sons, Inc., NY) Vol. 1 at 10,8,1.
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ELISA bao gdm bu6c chuédn bi khang nguyén, phi giéng trong dia vi chudn 46
96 giéng bang khang nguyén, thém khéng thé cin quan tdm lién hop vé6i hop chit ¢o
thé phat hién dugc nhu co chit enzym (ching han, horseradish peroxidaza hoac
- phosphataza kiém) vao giéng va @ trong mot khoang thoi gian, va phat hién sur ¢6 mit
~ cila khang nguyén. Trong tht nghiém ELISA, khing thé cin quan t4m khong can phai
lién hop véi hop chét c6 thé phat hién dugc; thay vao dé, 13 khang thé thir hai (c6 kha
ning nhan dién khang thé cin quan tim) lién hop vé6i hop chit c6 thé phat hién duge
¢6 thé duoc thém vao giéng. Hon nira, thay vi phil giéng bang khéng nguyén, c6 thé
phit giéng bang khang thé. Trong trudng hop nay, khang thé thr hai dugce lién hop véi
hgp chét c6 kha nang phét hién c6 thé duge thém vao sau khi thém khéang nguyén can
quan tim vao giéng. Chuyén gia trong linh vue k¥ thuét ndy s& nhan biét dugc thong.
sd ndo can bién dbi dé gia ting mtrc d6 lién két ctia khang thé voi khéng nguyén va
giam yéu t6 gy nhidu cia moi trudng. Dé tham khao chi tiét hon vé quy trinh ELISA
tham khao, chcfng han, Ausubel et al., eds, (1994) Current Protocols in Molecular
Biology (John Wiley & Sons, Inc., NY) Vol. 1 at 11,2,1.

Ai lyc lién két cua khéng thé véi khang nguyén va tdc do phén ly cda tuong tac
khang thé—khéng 6 thé duge x4c dinh béng thir nghi€ém lién Két canh tranh. Vi du vé
thir nghiém lién két canh tranh 13 thir nghiém phoéng xa mién dich bao gém budc
khéng nguyén dugc dénh déu (chdng han, *H hodc ' I) v6i khang thé cAn quan tdm
khi cé sy gia ting luong khéng nguyén khong duge danh ddu, va phat hién khang thé
lién két v6i khang nguyén duge danh du. Ai luc cta khang thé can quan tdm ddi véi
mdt khang nguyén cu thé va tbc d6 phan ly lién két c6 thé dugc xac dinh tr két qua
ctia phan tich biéu db. Muc do canh tranh vé6i khang thé thir hai ciing c6 thé dugc xéc
dinh st dung thtr nghiém mién dich phéng xa. Trong trudng hop nay, khang nguyén s&
duogc @ v6i khang thé cin quan tdm dugc lién hop véi hop chit dugc danh ddu (chdng

han, *H hodc '°T) khi c6 sy gia ting lugng khang thé thit hai dugc d4nh du:

Khang thé khang CD100, hodc manh lién két khang nguyén, bién thé, hoic din
xuét ciia n6 theo sang ché, ngoai ra, con c6 thé duge sit dung trong md hoc, nhu trong
thir nghiém mién dich huynh quang, thir nghiém hién vi mién dich dién tich hodc cac

thir nghiém khong mién dich, d phat hién in situ protein CD100 hodc bién thé hodc
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peptit bdo toan ctia n6. Qua trinh phat hién in situ c6 thé duoc thuc hién béng cach léy
mAu mé tir bénh nhan, va sir dung khang thé khang CD100, hoic manh lién két khéng
nguyén, bién thé, hoic din xuit dugc danh du cia no, thudng 13 st dung khang thé
(hodc manh) 1én mau sinh hgc. Thong qua viée sit dung quy trinh nay, khong chi c6
thé danh gi4 su ¢6 mit cta protein CD100, hodc bién thé béo toan hodc peptit cia no,
ma con sy phan bd cua chung trong miu mod dugc thir nghiém. Bing cach st dung
‘sang ché, chuyén gia trong linh vure k§ thuit niy s& c6 thé bién ddi nhiéu phuong phap
‘md hoc (nhu phuong phap nhudm) dé c6 thé phat hién in-situ protein CD100.

Tha nghiém mién dich va thir nghiém khong mién dich d6i véi san phim ctia
gen CD100 hodc bién thé bao toan hoic phan doan peptit cia n6 thuong bao gdm budc
u mg‘m, nhu dich sinh hoc, dich chiét mo, té bao mai dugc thu hoach, hodc dich phén
giéi,té bao da dugc i trong moi truong nudi ciy, khi c6 khang thé dugc danh diu phat
hién c6 kha nang lién két voi CD100 hoic bién thé bao toan hodc phén doan peptit clia
né, va phat hién khang thé lién két bang mot k§ thuat bét ky da biét trong linh vuc ky
thuat nay.

- M3u sinh hoc ¢6 thé dugce cho tiép xtc v6i va dugce cb dinh trén gia do rin hodc
chét mang nhu nitroxenluloza, hodc gia d& rén c6 kha niang ¢ dinh té bao, tiéu phén té
bao hoic protein hoa tan. Sau d6 gia d& co thé duoc rira bang dém thich hop sau do 1a

xir ly bang khang thé dugc danh déu phéng xa khang CD100, hoic manh lién két
khang nguyén, bién thé, hodc dan xuét cia nd. Sau do gi4 do ran c6 thé dugc ria bing
‘dém 1an th hai ¢ loai bé khang thé khong lién két. Tay y khang thé s& dugc danh ddu
sau. Lugng chit danh du lién két trén gid do rin c6 thé duge phat hién bang k§ thuat

thudng quy.

Thuét ngit “gi4 do rin hoic chit mang” 1a gia d5 bt ky c6 kha ning lién két
khang nguyén hodc khang thé. Gid d& hodc chit mang di biét bao gbm thay tinh,
polystyren, polypropylen, polyetylen, dextran, nylon, amylaza, xenluloza c6 ngudn
gbc tu nhién hoic cai tién, polyacrylamit, gabbro, va hat tir tinh. Ch4t mang c6 thé c6
tinh tan & mot mirc d6 nao d6 hodc khdng tan theo séng ché. Vit liéu gia do co thé c6

cau hinh 40 hodc thit mién 1a phan tir lién két v6i né c6 kha ning lién két vai khéng
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nguyén hoic khang thé. Do d6, gia d& c6 thé ¢6 céu hinh ciu, nhu & dang hat, hodc
hinh try, nhu trong b& mat bén trong cua 6ng nghiém, hodc mit ngoai cua que. Theo
mdt cach khac, bé mit c6 thé phing nhu t& gidy, que thir, v.v.. Gia do duge wu tién bao
gdm hat polystyren. Céc chuyén gia trong linh vuc k§ thuét nay s& biét nhidu chit
~ mang thich hop khic dé gin khang thé hodc khang nguyén, hodc ¢ thé tao ra mot sb

chét mang thich hop bing qu4 trinh thir nghiém.

Hoat tinh lién két cia khang thé khang CD100, hoic manh lién két khéng
nguyén, bién thé, hodc din xuit cta né c6 thé duge xéc dinh bang cac phuong phap da
biét. Cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét ¢ thé xac dinh didu kién thi nghiém t6i

wru dé danh gia hoat tinh lién két sir dung cac thtr nghiém thudng quy.

VCc’) rit nhidu phuong phap dé x4c dinh 4i luc cla tuong tac khang thé-khang
nguyén, nhung chi ¢6 mét sd it k§ thuat & xac dinh hing sé téc do. Phin 16n cac
phuong phap trén phu thude vao viée danh diu khang thé hodc khang nguyén, diéu ndy
s& 1am ric ri cac phuong phép thir nghiém thudng quy va tao ra mdt sb s trong phép
do dinh luong.

Céng huéng plasmon bé mit (SPR) dugc thuc hién trén BIACORE® c6 mot s6
ru diém so véi phuong phéap xac dinh 4i luc cla twong tac khéng thé-khang nguyén
thuc‘rﬁg quy: (i) khong cin danh diu khang thé hodc khang nguyén; (ii) khang thé
khong can phai tinh ché truéce, dich ndi nudi cdy té bao cé thé dugce sir dung truc tiép;
(iii) phép do thoi gian thyc, cho phép so sénh dinh luong nhanh céc tuong tac cia
khéng thé don dong khic, 1a c6 thé va ddy da di véi nhiéu muyc tiéu danh gi4; (iv) bé
mit dic hi€u sinh hoc c6 thé dugc tai tao d& mot loat cac khang thé don dong khéac co
thé dugc so sanh trong cac didu kién gidng nhau; (v) quy trinh phan tich 13 hoan toan
tur dong, va mot loat cac phép do kéo dai c6 thé dugc thuc hién ma khong cin sy can
thi€p cua ngudi dung. BlAapplications Handbook, version AB (reprinted 1998),
BIACORE® code No. BR-1001-86; BIAtechnology Handbook, version AB (reprinted
1998), BIACORE® code No. BR-1001-84. Thir nghiém lién két dira trén SPR cin mot
thanh vién ctia cdp lién két phai duoc ¢ dinh trén bé mit cam bién. Thanh vién lién

két dugc cb dinh duge goi 1a the phdi tir. Thanh vién lién két trong dung dich dugc goi
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13 chét phan tich. Trong mét sb truong hop, phéi tir s& dugc ¢d dinh mot cach gian tiép
vio bé mit thong qua lién két v6i phan tir dwoc c¢b dinh khéc, duge goi 12 phan tir bit
git. Pép tng SPR s& phan 4nh su thay dbi ndng d6 khéi tuong tai bé mat phét hién khi

chat phan tich gin vio va phan ly.

Duya trén SPR, phép do BIACORE® thdi gian thuc c6 thé theo dbi qué trinh
tuong tac mot cach truc tiép khi chung xay ra. K§ thuat nady la dic biét phu hgp véi
viéc x4c dinh c4c thong sé dong hoc. Viéc phén hang 4i luc twrong duogn c¢6 thé duge
thuc hién mdt cach don gian, va ca h?lng ) dong hoc va héng sb &i luc déu c6 thé thu

duoc tir s6 liéu clia cam bién do.

Khi chat phan tich dwgc tiém vio mot mach riéng biét ngang qua bé mit phéi
~ tir, can bién d6 hinh thanh c6 thé dwoc chia ra 1am 3 giai doan chinh: (i) qué trinh két

* hop caa chét phan tich véi phéi tir trong qua trinh tiém mAu; (ii) can bang hoic trang
~ théi n dinh trong qué trinh tiém mau, khi tdc dd lién két véi chét phan tich 14 cin
bang vé6i tdc d6 phan ly ra khéi phirc hé; (iii) sw phan 1y cta chit phan tich ra khéi bé
mat trong dong chdy dung dich dém. '

Pha két hop va phan ly s& cung cép thong tin vé dong hoc cta tuong tac chit
phéan tich-phéi tir (k, va kg, tbc do ctia qué trinh hinh thanh va phan 1y phuc hé,
- ky/k,=Kp). Pha cin bang s& cung cip thong tin vé 4i lyc cua twong tic chit phan tich-
- phéi tir (Kp).

Phan mém BlAevaluation s& cung cip ddy du cong cu v& duong cong thyc
nghiém sir dung ca thudt toan tich phan sb hoc va v& dudng cong thuc nghiém toan
cuc. Bing cac phén tich s§ liéu thich hop, hing sb téc dd phan ly va 4i luc déi véi mot

twong tac ¢ thé thu dugc tir cac khao sat BIACORE® don gian. Khoang é&i lyc do
| duogc bing k§ thuét ndy 13 mot khoang rét rong tir mM dén pM.

D9 dic hidu epitop 12 mot dic tinh quan trong cia khang thé don dong. Lap ban
dd epitop bang BIACORE®, ngugc véi cac k¥ thut thudng quy st dung thir nghiém
phéng xa mién dich, ELISA hodic cic phuong phap hip phu bé mat khac, khéng can
danh diu hoic tinh ché khéng thé, va cho phép nhiéu thir nghiém d¢ dic hiéu tai nhiéu
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vi tri str dung trinh tur cta vai khang thé don dong. Ngoai ra, mot sb luong 16n phan

tich c6 thé duoc xir Iy tu dong.

Thit nghiém lién két cip d6i s& thir nghiém kha ning ctia hai Mab lién két déng
thdi véi cing mot khang nguyén. Mab khang cac epitop riéng biét s& lién két mot cach
doc 1ap, trong khi d6 Mab khang lai cAc epitop gidng nhau hoic ¢6 lién quan véi nhau
s& anh hudng dén muc do lién két ciia nhau. Cac thir nghiém lién két ndy bing
BIACORE® c6 thé duoc tién hanh mot cach d& dang.

Ching han, c6 thé str dung phan tir bit giir dé lién két véi Mab tht nhit, sau d6
14 thém khang nguyén va MAb thir hai vio. Cam bién dd s& chi ra: (1) bao nhiéu khang
nguyén lién két v6i Mab thir nhit, (2) MAbD thir hai lién két v6i khang nguyén duge
gén 1én bé mit & muc do nio, (3) néu MAb khong lién két, liéu trinh tu tht nghiém

nguoc lai c6 1am thay ddi két qua hay khéng.

- Ut ché peptit 13 mot k§ thuét khac dugc sir dung d& 14p ban d6 epitop. Phuong
phap ndy c6 thé bd trg cho phwrong phép lién két khang thé cip d6i, va c6 thé dua ra su
lién quan ctia epitop chirc ning véi dic diém cdu tric khi da biét trinh tu so chp cta
- khang nguyén. Peptit hoic khang nguyén sé& thir nghiém e ché lién két v&i cac Mab
- khac nhau véi khing nguyén dugc ¢ dinh. Peptit anh hudng dén qua trinh lién két cta
- m6t Mab nhét dinh s& dugc cho 14 c6 su lién quan vé mit céu tric véi epitop dugc xac
dinh bang Mab d6.

K¥ thuat theo sang ché s& st dung, trur khi c6 quy dinh khéac, k¥ thuat thudng
* quy trong sinh hoc té bio, nudi ciy té bao, sinh hoc phan t, sinh hoc chuyén gen, vi
sinh vat hoc, ADN tai t6 hop, va mién dich hoc, di biét trong linh vuc k¥ thut nay.
Céac k¥ thuiat ndi trén dugc mo ta déy dua trong nhiéu tai liéu. Tham khao, chéng han,
Sambrook et al., ed. (1989) Molecular Cloning A Laboratory Manual (2nd ed.; Cold
Spring Harbor Laboratory Press); Sambrook et al., ed. (1992) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (Cold Springs Harbor Laboratory, NY); D. N. Glover ed., (1985)
ADN Cloning, Volumes I and II; Gait, ed. (1984) Oligonucleotit Synthesis; Mullis et
‘a1'. Patent M¥ sb 4,683,195; Hames and Higgins, eds. (1984) Nucleic Acids
| Hybridization; Hames and Higgins, eds. (1984) Transcription and Translation;
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Freshney (1987) Culture Of Animal Cells (Alan R. Liss, Inc.); Immobilized Cells and
Enzym (IRL Press) (1986); Perbal (1984) A Practical Guide To Molecular Cloning;
the treatise, Methodology In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Miller and
Calos eds. (1987) Gene Transfer Vector For Mammalian Cell. (Cold Spring Harbor
Laboratory); Wu et al., eds., Methodology In Enzymology, Vols. 154 and 155; Mayer
andA'Walker, eds. (1987) Immunochemical Method In Cell and Molecular Biology
(Academic 'Press, London); Weir and Blackwell, eds., (1986) Handbook Of
Experimental Immunology, Volumes I-IV; Manipulating the Mouse Embryo, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1986); and in Ausubel et
~al. (1989) Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley va Sons, Baltimore,
Md.).

Nguyén tic chung ciia viéc bién dbi khang thé dugc d& cép trong Borrebaeck,

ed. (1995) Antibody Engineering (2nd ed.; Oxford Univ. Press). Nguyén tic chung cia
viéc bién d6i protein duoc d& cép trong Rickwood et al., eds. (1995) Protein
'Engineering, A Practical Approach (IRL Press at Oxford Univ. Press, Oxford, Eng.).
Nguyén tic chung cta khang thé and phan tir lién két khang thé duogc thé hién trén:
Nisonoff (1984) Molecular Immunology (2nd ed.; Sinauer Associates, Sunderland,
Mass.); and Steward (1984) Antibody, Their Structure and Function (Chapman and
Hall, New York, N.Y.). Ngoai ra, phuong phép chuin trong mién dich da biét trong
linh vyc ky thuit nay and khéng dugc mo ta cu thé trong Current Protocols in
Immunology, John Wiley & Sons, New York; Stites et al., eds. (1994) Basic and
Clinical Immunology (8th ed; Appleton & Lange, Norwalk, Conn.) and Mishell and
Shiigi (eds) (1980) Selected Method in Cellular Immunology (W.H. Freeman and Co.,
NY).

Tai liéu vé nguyén tic chung ctia mién dich hoc bao gbm Current Protocols in
- Immunology, John Wiley & Sons, New York; Klein (1982) J., Immunology: The
Science of Self-Nonself Discrimination (John Wiley & Sons, NY); Kennett et al., eds.
(1980) Monoclonal Antibodies, Hybridoma: A New Dimension in Biological Analyses
(Plenum Press, NY); Campbell (1984) “Monoclonal Antibodies Technology” in
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, ed. Burden et al.,
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(Elsevere, Amsterdam); Goldsby et al., eds. (2000) Kuby Immunnology (4th ed.; H.
Freemand & Co.); Roitt et al. (2001) Immunology (6th ed.; London: Mosby); Abbas et
al. (2005) Cellular and Molecular Immunology (5th ed.; Elsevier Health Sciences
- Division); Kontermann and Dubel (2001) Antibody Engineering (Springer Verlan);
Sambrook and Russell (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Press); Lewin (2003) Genes VIII (Prentice Hall2003); Harlow and Lane (1988)
Antibody: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press); Dieffenbach and
Dveksler (2003) PCR Primer (Cold Spring Harbor Press).

Tat ca cac tai liéu vién dan & trén cling nhur tat ca céc tai liéu duoc vién din

trong ban mé ta nay déu dugc dwa vao diy & dang tai lidu tham khao.
Vi du thye hién siang ché

Cac vi du sau ddy dugc dua ra v6i muc dich minh hoa rd hon sang ché va

khéng gidi han pham vi clia sang ché.

Vidu 1 Chon loc va x4c dinh dic diém ctia khang thé dic hiéu dbi véi CD100

Khang thé khang CD100 cta chudt nhan dién dugc CD100 cia ngudi, cia khi

va cta chudt va duoc tao ra sit dung phuwong phap duge mo ta duéi day.

Dong té bao “Line 17 thu duogc tir khéi u phdi tu phat & chudt BALB/c. Tac gia
Séng ché da chi ra tir trude rang viéc tiém chudt BALB/c bang dong té bao Line 1 duge
chuyén nhiém ADN bd trg ngoai lai 12 mot cach hiéu qua dé kich thich dap tmg mién
dich (unpublished data). Dong té bao Line 1 dugc chuyén nhiém bang plasmit biéu
hién chira ADN b6 trg ma héa CD100 nguyén ven cia nguoi (SEQ ID NO: 23). Dong
biéu hién én dinh CD100 ctia ngudi dugc phan 1ap tir dong té bao duge chuyén nhidm
(Line1.CD100). Chuét thiéu hut CD100 (giéng BALB/c, tham khao Kumanogoh et al.,
J. Immunol. 169:1175-1181 (2002)) dugc ching ngira miii diu véi CD100 cta chudt-
'His (ving ngoai bao ctia CD100 ctia chudt véi dudi his 6X & dau C dé tinh ché) duge
nhii hoa trong ta du:dc Freund hoan chinh (CFA). Mét tuan sau khi ching ngira, chudt
dugc tiém bip (im.) 200000 t& bio Linel.CD100 séng. 19 ngdy sau khi tiém
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Linel.CD100, chudt duogc giét va lach dugc thu lai va dung hop véi thé dung hop
P3X63Ag8,653 (ATCC# CRL-1580) theo quy trinh chuén d tao ra t& bao lai. Thé
tach dong t& bao lai dugc sang loc bing ELISA kha nang lién két v6i CD100 cua
nguoi va cua chudt. Cu thé, dong té bao lai, dac hiéu v6i MAD 67, dugc tao ra st dung
ky thuat té bao lai (Kohler e al., Nature 256:495 (1975); Kohler et al., Eur. J.
Immunol. 6:511 (1976); Kohler et al., Eur. J. Immunol. 6:292 (1976); Hammerling et
al., in: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, Elsevier, N.Y., pp. 571-681
(1981)). Mot bang 16n cac khang thé dic hiéu véi CD100 cia chudt duge tao ra. Hiu
hét céc khang thé cling lién két véi i luc cao v6i CD100 cta nguoi. Hai thé lai, thé
tach dong 67-2 va 76-1, tao ra khang thé don dong (goi 12 MAb 67 va MAb 76) ¢ ai

luc cao d6i véi ca CD100 ctia chudt va CD100 cia ngudi (xem bang 2).

Bang 2. Thong s6 ai luc d6i véi MAb khang CD100 ctia chudt

MAb Isotyp | Ailuc d6ivéi CD100 | Ailue dbi véi CD100
cua chudt (nM)* cua ngudi (nM)*
67 IgGl 1,00 5,7
76 1gG2b 0.33 0,12

* Ai lyc duge do bing cich sitr dung k§ thuét cong hudéng plasmon bé mit
BIACORE®

Thit nghiém ELISA lién két chéo khang thé di chiing té ring MAb 67 va MAb
76 nhin dién céc epitop khac nhau trén CD100. Ngoai ra, MAb 67 va 76 con nhan
dién epitop khic véi epitop dugc nhan dién boi khang thé BD16 cia chudt khang
CD100 cua nguoi thu duge mdt cach doc 1ap (dugce dé cap trong US 2008/0219971
Al). Do d6, da tao ra dugc hai khang thé khéang CD100 doc 1ap cua chudt, MAb 76
(SEQ ID NO: 25-40) va MAb 67 (SEQ ID NO: 3-8; 10; 11-16; 18; 20 va 22).

Vidu 2 MAD 67 va 76 chin hoat tinh cua CD100 ctia chudt va clia nguoi in viiro

Khang thé dic hiéu vi CD100 dugc sang loc kha ning trc ché qu4 trinh lién két
cua CD100 trong thir nghiém chdn phat huynh quang. M6 t4 phuong phap duoc st
dung @& x4c dinh liéu khang thé dac hidu véi CD100 ¢6 chin CD100 lién két véi
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Plexin B1 dugc thé hién trén Fig. 1. Té bao 293 cia ngudi duge chuyén nhidm bang
ADN b6 trg mi héa thu thé CD100: Plexin B1. Dong t& bio én dinh biéu hién Plexin
B1 dugc chon (293/Plexin). CD100-His gin véi Plexin Bl trén bé mit t& bao duoc
-phat hién bang phuong phap do dong chay té bao sir dung khang thé don dong dac
hiéu His tag duoc gin biotin va streptavidin-APC. Khi MAb khang CD100 thir nghiém
c6 kha néng chén qua trinh lién két ctia CD100 véi Plexin B1, thi it CD100-His hon s&
dugc phat hién trén té bao, tao ra mirc d6 phat huynh quang thép hon.

- 40ng CD100 cta chudt hodc cua nguoi-His (His tag & dau C) dugc G riéng biét
hodc ciing v6i MAb khang CD100 & cac ndng d6 khac nhau qua dém & 4°C. Sang hom
sau, (1) chi CD100 hogc (2) CD100 dugc 0 trude cung v6i MAb khang CD100 (67
hodc 76) dugc t6 hop vé6i té bao 293/Plexin va u trong 30 phit trén bang. CD100 lién
két voi té bao thong qua Plexin B1 dugc phat hién st dung MAb khéng his da dong
éﬁa '.th(’) dugc biotin hoa, sau d6 1a streptavidin-APC, va té bao dugc phan tich béng
phuong phép do dong chay té bao. Két qua chi ra ring qué trinh trung hoa CD100 tao
ra mrc d6 phat huynh quang thip hon. Cu thé, CD100 duoc 0 trudce bang MADb 67
hodc MAb 76 tao ra mirc do phat huynh quang thip hon so v6i CD100 riéng biét (Fig.
2). Viéc gia ting ndéng do cia MAb khang CD100 67 hodc 76 tir 0,156pug/ml 1én
10,625ug/ml tao ra sy giam mic d6 huynh quang tiép theo. Hién tugng chan CD100
clia ngudi tuong tu cling duge phat hién (khong néu sé lidu). Do d6, két qua nay chi ra
ring MAb 67 va MAb 76 déu c¢6 kha nang chan qua trinh lién két cia CD100 ciia

ngudi va cua chudt véi Plexin B1.

Qué trinh truyén tin hiéu CD100/Plexin B1 d3 dugc chi ra 1a c6 kha nang kich
thich sy tach chit nén ngoai bao va qua trinh suy giam té bao bang cach kich thich qua
trinh tai sép xép soi actin (See Kruger et al., Nature Reviews Molecular Cell Biology
6:789-800 (2005)). Mot thir nghiém khéac dé danh gia mirc do tach té bio sau khi lién
két v6i chit nén ngoai bao dugce sir dung dé danh gia liéu khang thé khéng CD100 ¢6
thé chin qua trinh tach té bao 293/Plexin dugc kich thich béi CD100 ra khoi dia duoc
phu Fibronectin hay khong.
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Pé thyc hién thir nghiém tach t& bio, t& bao 293/plexin (thudong sinh trudng
“thanh dich huyén phu dong té bio) duge cy 1én dia & mat d6 40000 té bao/giéng trén
dia 96 giéng dugc pha fibronectin va dé dinh qua dém. Hai (2)ug/ml CD100 cua
“chuot-His (His tag ddu C) duoc u riéng biét hodc cling véi ndng d6 khac nhau MAb
khang CD100 (67 hoidc 76) trong 6 gid & 4°C. Mau CD100 dugc dé dén nhiét do
phong trudc khi bd sung t& bao 293/plexin. Té bao duoc xir Iy bang CD100 hoic
CD100 dugc U trude bang khang thé trong 30 phit & 37°C, dugc rira hai 14n bang PBS,
~ va nudm voi tim tinh thé trong 15 phut. Sau do, t& bao dugc rira hai 1an bang PBS va
lam kho. Anh duge chup trén mét quét dé luu lai. Sau d6, tim tinh th8 dugc hoa tan
trong 15 phit & RT bang 100pl axit axetic lanh 33%, va duogc chuyén sang mot dia
méi. D6 hap thu duge doc & bude séng 570nm. CD100 giy ra su giam sb Iugng té bao
dinh véi dia, va do d6 s& lam giam ¢ hép thy, trong khi d6 qua trinh trung hda CD100

s& lam tang do hép thu.

Nhu duge thé hién trén Fig. 3, ca MAb 67 va MAb 76 déu c6 kha nidng chin
qué trinh tach t& bao do CD100 cta chudt giy ra va lam tang dd hép thu so vé6i dbi
chimg isotyp. Tuong tu, ca hai MAb déu c6 thé chin qua trinh tach té bao do CD100

cla nguoi gay ra (khong néu s0 li¢u).

MADb 67 va 76 déu chin qua trinh lién két cia CD100 véi Plexin B1 bé mit té
bao va gy ra su tach té bao 293/Plexin ra khéi dia dugc phi Fibronectin. Két qué cua
thir nghiém chitc ning in vitro néu trén chi ra ring MAb 67 va MAb 76 déu c6 kha

ndng chdn chirc ndng cia CD100 ctia ngudi va chudt in vitro.

Vi du 3 Pénh gid khang thé don dong khdng CD100 & mAu chudt bi bénh

Khang thé don dong khang CD100 (76 va 67) dugc thit nghiém in vivo & miu
dong vat SIL EAE. Viém vé myelin nfio ty mién suy giam thuc hién (R-EAE) 14 bénh
do té bao T CD4+ gay ra dic trung bdi viém va qua trinh khir myelin héa trong hé thin
kinh trung wong. O chudt SJL, R-EAE c6 thé gay ra bang 4ch ching peptit epitop cia
protein proteolipit (PLP;39.15)) (HSLGKWLGHPDKF; SEQ ID NO: 24). Mau duoc

ndy dic trung boi giai doan liét cdp tinh vira phai dén nghiém trong sau d6 14 thoai lui
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va tré nang. Mitc d6 nghiém trong ciia bénh dugc dénh gia st dung thang diém trong

bang 3.
Bang 3. P4nh gia ddu hiéu 14m sang cia EAE
Piém sé Dau hiéu M0 ta

0 Hanh vi binh thuong Khong cé ddu hiéu than kinh

1 Yéu phéan duéi dubi Phan dudi ctia dudi yéu va pha
1,5 Yéu dudi toan bd Toan bd dudi mém va phu

2 Phan xa diéu tiét Pong vat kho cudn tron chén khi nim nglra

3 Mit diéu hoa Di 130 dao —khi chudt di chan sau khong 6n dinh
4 _ Liét sém Chudt khé c6 thé dimg bang chan sau nhung van con

c6 chuyén dong

5 Liét hoan toan Chudt khong thé di chuyén chan, gdy hon va héc hac
6 Hap h6i/Tir vong Tu vong

Chudt SJIL dugce ching ngira b:?mg 100pg PLP;30.:5, in CFA. Poc tb ho ga dugc
st dung vao 0 va mo lan nira 48 gid' sau d6. Chudt dugc didu tri bang 30mg/kg khéang
thé MAb 76, 67 hoic isotyp dbi chirng hai 14n trong mot tudn bit dau vao ngay thi 0,
hozic mét 1an mét tudn bt diu vao ngay 7. Panh gi4 d4u hiéu 14m sang EAE duogc bt

dAu tir 10 sau khi gdy bénh EAE.

Nhu duge thé hién trén Fig. 4A, diéu trj bing MAb 76 hodc MAb 67 gidm mic
d6 nghiém trong cia EAE & chudt SIL so véi IgG dbi ching cia chudt. Ty 1€ gidm
trong diém sb trung binh ctia nhém (GMS) tir ngay 21 cho dén khi két thuc nghién ctu
d6i v6i MAb 76 va 67 1X/tudn va 2x/tudn duoc thé hién trén Fig. 4B. Nhu dugc thé
hién trén Fig. 4B, MAb 76 (1X/tun) c6 ty 1& tc ché GMS 1a 35 dén 40%; MAb 67
(1X/tudn) c6 ty 1& (rc ché GMS 12 65 dén 70%; MADb 76 (2X/tuin) c6 ty 1¢ trc ché GMS
1a 40 dén 50%; va MAD 67 (2X/tudin) c6 ty 16 trc ché GMS 1a 45 dén 50%. Két qua nay
~ chi ra ring ca MAb 67 va MAb 76 déu lam gidm rc 40 EAE thoai lui-tré ndng & chudt
SIL.
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Thir nghiém SJL EAE duoc 13p lai st dung MAb 76 véi lidu 30mg/kg va ché do
lidu 1X/tudn. Két qua ching to ring MAb 76 c6 kha ndng giam muc d¢ nghiém trong
ctia EAE & chudt SJL so vé6i IgG ctia chudt (khong néu s lidu). Ty 18 giam trong diém
s§ trung binh ctia nhém (GMS) tir ngay 21 cho dén khi két thic nghién ctru 13 tir 50-
60%. Hon nira, thtr nghiém SJL EAE dugc 1ap lai st dung MAb 76 hodc MAb 67 véi

“lidu 30mg/kg va ché d6 lidu 1X/tuin. Diéu tri bing MAb 67 hoic MAb 76 gy ra ty 1&
giam GMS 12 tir 30 dén 40% tir ngay 18 dén khi két thic thir nghiém. Két qua trén Fig.
5A va 5B chimg t6 raing MAb 76 va MAb 67 c6 kha ning giam mirc do nghiém trong
cia EAE & chudt SJL.

Thir nghiém SJL EAE dugc l3p lai stt dung MADb 67 véi liéu 30mg/ke va ché do
lidu 1X/tuin trong d6 diéu tri bit dau vao ngay 7 sau khi ching. Diéu tri bing MAb 67
bat du tir ngdy 7 tao ra ty 16 giam GMS khoang 50% tir ngdy 12 dén khi két thtic thir
>nghié‘m'. Két qua dugc thé hién trén Fig. 6.

Két qua tir cac thir nghiém in vivo chimg minh ring qua trinh trung hoa CD100
st dung MAb 76 hosic MAb 67 di 1am giam d4u hiéu 14m sang cia EAE trong ac thi
nghiém EAE & chudt khac nhau. Lét qua d6i voi MAb 76 va MAb 67 1a tuong tu véi

mot thir nghiém khac trong sd cac thir nghiém nay.

Két qua néi trén chimg minh ring MAb 76 va MADb 67 c6 kha nang chén hoat
tinh CD100 in vitro, va, quan trong 13, kha ndng lam giam mtc dd nghiém trong cia

EAE v6i cac ché do liéu khac nhau & miu chudt EAE.

Vi du 4: Tao khéng thé kham va khang thé duoc 1am cho cé tinh chét gidne newdi don
dong khang CD100

~ Thé tach dong khang thé don dong 67 ciia chudt, néu trén, d3 duge chi ra 1a ¢6
khé ning trung hoa ca CD100 cua ngudi va cia chudt in vitro va giam EAE & miu

chudt in vivo.

Gen viing bién ddi chudi ning (VH) va ving bién ddi chudi nhe (VK) duge tach

dong tir thé tac dong té bao lai 67 va duoc x4c dinh trinh tw. Trinh ty axit amin cia
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gem VH va VK MADb 67 dugc thé hién dudi ddy véi céc vung CDR1, CDR2 va CDR3

“dugc gach chan.
MAD 67 VH:

QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFSDYYMHWVKQSPENSLEWI
GQINPTTGGASYNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMQLKSLTSEESAVYYCTRYY
YGRHFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 10)

MAD 67 VK:

DIVMTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGQPP
KLLIYAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCOQSNEDPYTE
GGGTKLEIK (SEQ ID NO: 18)

Gen VH MAbD 67 dugc tach dong vao vecto biéu hién cta dong vat c¢6 va chira
trinh tu ma héa ving cb dinh chudi ning gamma 4 cta ngudi, tao ra chudi ning kham
 nguyén ven. MAb 67 VK dugc tach dong vao vecto biéu hién cua dong vat ¢6 va ¢co
trinh ty ma hoéa ving cb dinh Kappa ciia ngudi, tao ra chudi nhe kham nguyén ven. Dé
tao ra khang thé kham, vecto biéu hién chtta chudi ning kham va chudi nhe kham
dugc ddng bién nap vao t& bao CHO-S. Khéng thé don dong dugc tao ra dugc tiét tir té
bao va thu hoach sau 3 dn 6 ngay. MAb hinh thanh dugc tinh ché sir dung sic ky
Protein A va dugc x4c dinh dic diém. MAb kham hinh thanh (MAD 2368) dugc ching
minh 1a ddc hiéu v6i CD100 bing phuong phép do dong chay té bao va ELISA, va
dugc chi ra 1 c6 kha nang canh tranh véi MAb 67 ctia chudt trong lién két véi CD100.
N6i chung, s lidu trén chimg t6 ring da phan 14p duoc chinh xac gen VH va VK ma
héa MAD 67.

'CDR vuing bién ddi ciia MAb 67 dugc st dung dé tao ra khang thé don dong
~duge 1am cho c6 tinh chit gidng ngudi. Gen VH va VK duogc 1am cho cé tinh chét
gidng ngudi dugc tach dong 14n luot vao vecto chira ving ¢ dinh gamma 4 va kappa
clia ngudi. Qua trinh két cdp cia VH duge 1am cho c6 tinh chét gidng ngudi va VK
dugc 1am cho cé tinh chét gibng ngudi tao ra IgG4/kappa MAD 2503. Trinh fir axit
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amin cia VH (H2160) va VK (L553) ciia MAb 67 dugc 1am cho cé tinh chit gidng
ngudi dugc thé hién dudi day vai cac vung CDR1, CDR2 va CDR3 dugc gach chan.

Trinh tu cia H2160:

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYSFSDYYMHWVRQAPGQGLE
WMGQINPTTGGASYNQKFKGKATITVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
YYYGRHFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 9)

Trinh tu ctia L553:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVDYDGDSYMNWY QQKPGQPP
KLLIYAASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSNEDPYTF
GQGTKLEIK (SEQ ID NO: 17)

Polynucleotit ma héa VH (gen globulin mién dich ctia ngudi véi gamma cia
ngudi; H2160) va VK (gen globulin mién dich ctia ngudi véi kappa ctia ngudi; L553)
cia MAD 2503 duoc tach dong vao vecto pCMV-Script (Stratagene) va duoc luu trit
trong American Type Culture Collection (“ATCC”) vao ngay 07/05/2009, va duoc cip
s6 Iuu trit ATCC 1a PTA-10004 va PTA-10005. ATCC dugc dit tai 10801 University
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA. Thé luu trix trong ATCC dugc tuan theo
ding diéu khoang cia hiép u6c Budapest dbi v6i sy cong nhan qubc té v& luu tri vi

sinh vit m&i muc dich patent.

Vidu 5: Xac dinh déé diém ctia khang thé duoc 1dm cho c¢6 tinh chit gibng neudi don
dong khiang CD100 2503

D¢ dac hiéu ctia MAb 2503 dugc xdc dinh bang ELISA va phuong phép do
dong chay té bao. MAb 2503 duoc thir nghiém trong thir nghiém canh tranh epitop v6i
MAD 67 va thir nghiém xac dinh &i lyc st dung k§ thuit cong hudéng plasmon bé mit
BIACORE®.

D¢ dac hi€u epitop cia MAb 2503 va MADb 67 dugc xac dinh béng ELISA canh
tranh. Dé tién hanh ELISA, dia ELISA dugc phi CD100-Fc. MAb 67 hoic dugc 1am
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cho c6 tinh chét giéng ngudi 2503 cia chudt duge chuin do. Khang thé dugc dé lién
két v6i CD100 va khang thé khong lién két dugc rira bd. MAb 67 da biotin héa dugc
thém vao. Khang thé dugc dé lién két véi CD100 va khang thé khong lién két dugc rira
b6. MAD 67 biotin hoa lién két véi CD100 duge phat hién sir dung Streptavidin-HRP.
Kha ning ciia MAb 2503 hodc MAb 67 chén qua trinh lién két ciia 67 biotin hoa vé6i
CD100 cia ngudi (duge thé hién trén Fig. 7A) va CD100 cia chudt (duoc thé hién trén
Fig. 7B) dugc phan tich bang ELISA.

Ai lyc lién két cia MAD khang CD100 dugc x4c domk st dung k§ thuét cong
huong plasmon bé mit BIACORE®. MAb 2503 dugc chi ra 1a chi lién két véi CD100
(ngudi, chudt va khi dudi séc) va dong t& bao biéu hién CD100, chi ra ring MAb 2503
12 ddc higu véi CD100. MAb 2503 cho thdy ai luc d6i véi CD100 ciia ngudi va cua
chudt gia ting so véi MAb 67. Vin tit v& dic diém 4i lvc cia MAb 2503 va MAD 67

dugc néu trong bang 4.

Bang 4. Ai Iyc ctia MAb khang CD100 ctia ngudi, khi dudi séc va ciia chudt

MAD Ai Iyc dbi véi Ai Iyc d6i véi Ai Iyc dbi véi CD100
CD100 ctia ngudi | CD100 cua khi dudi cda chudt (nM)*
(aM)* soc (nM)*
67 51 2,7 1,3
2503 5,4 2,4 1,5

¥ Ai luc dugc xé4c dinh sir dung k¥ thuét cong hudng plasmon bé mit BIACORE®

Thir nghiém nay chi ra ring MAb 2503 13 dic hiéu véi CD100 va lién két véi
cing epitop nhu MAb 67 ctia chudt. MAb 2503 duoc chi ra 13 lién két vdi ca CD100
clia ngudi va chﬁ(‘_)t, do d6 mot uu diém cia MAb 2503 13 c6 thé thir nghiém do an toan
va hiéu qua & chudt va ciing nhu & ngudi. Hon nita, d3 dugc chi ra ring MAb 2305

lién két véi CD100 ciia ngudi, khi, va chudt.
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Vidu 6: MAb 2503 chin hoat tinh ctia CD100 cua ngudi va chudt in vitro

MAD 2503 duoc xéc dinh kha nang chin chtc nang cia CD100 st dung thir
nghiém néu trong Vi du 2, bao gdm (1) phuong phap do dong chay té bao va (2) thtr
" nghiém tach té bao.

Khang thé dic hiéu véi CD100, MAD 67 va MAb 2503, dugc sang loc kha ning
trc ché qua trinh lién két cia CD100 v6i Plexin B1 trong thir nghiém chin phat huynh
quang. Phuong phép dugc sir dung dé thir nghiém liéu khang thé dic hidu véi CD100

_c6 thé ngan chan qua trinh lién két cia CD100 vé6i Plexin B1 hay khong dugc thé hién
trén Fig. 1 (Vi du 2). CD100 da t v6i MAb 67 hoic MAb 2503 cho thiy murc d6 phat
huynh quang thdp hon so véi CD100. MAb 2503 ¢6 kha ning chin qua trinh lién két
cua CD100 cua nguoi (Fig. 8A), khi dudi soc (Fig. 8B) va chudt (Fig. 8C) in vitro. Do
d6, 18t qua nay chi ra ring MAb 67 va MAb 2503 déu c6 kha nang chidn qua trinh lién

két ciia CD100 ctia ngudi, khi va chudt v6i Plexin B1.

Khé ndng chin qua trinh tich ra khoi dia dugc phu fibronectin cia té bao B
293/Plexin dugc kich thich bdi CD100 cia nguoi va khi cia MAb khang CD100 duge
danh gia st dung thir nghiém tach té bao dugc @ cap trong Vi du 2. CD100 gdy ra su
giam s Iugng té bao dich vao dia, va do d6 s& 1am gidm d6 hép thu. Qua trinh trung
hoa CD100 cua ngudi va CD100 cua khi dudi séc bing MAb2503 hoic MAb 67 gy
ra sy gia ting do hip thu nhu duoc thé hién trén Fig. 9A va 9B. MAb 2503 va MAb 67

cling trung hda CD100 ctia chudt trong thir nghiém nay (Khéng néu sd liéu).

MAD 2503 c6 kha ning chin qué trinh lién két cia CD100 ctia ngudi, khi va
~ chudt v6i b& mit t& bao Plexin B1 va giy ra su tach té bao 293/Plexin khoi dia dugc
phii Fibronectin. Do d6, két qua ndy chi ra ring MAb 2503 ¢6 kha nang trung hoa CD

100 cia nguoi, chudt va khi.
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Vi du 7: Khang thé khang CD100 trc ché qua trinh tao mach in vivo

CD100 12 mét phan tir tién tao mach tiém ning va qua trinh hoat héa Plexin B1
qua lién két v6i CD100 s& chuyén hoat héa c-Met va kich thich kha nang xam nhép

ctia té bao ung thu va thic ddy qua trinh tao mach.

Pé chimg minh ring tac dung in vivo cua hién tugng khong c6 CD100 1én qua

“trinh sinh trudng khéi u, té bao ung thu CT26 dugc tiém vao co cing chan cua chudt

Balb/c kiéu dai hodc chuét CD100-/- va qué trinh sinh truéng khdi u dugce x4c dinh.

“Nhu dugc thé hién trén Fig. 10, thé tich khdi u & chuot CD100-/- bi gidm so véi chudt

Balb/c kiéu dai trong thir nghiém nay. Két qua nay chi ra rang dong té bao ung thu dai

trang clia chudt (CT26) da 1am gidm qué trinh sinh trudéng trong mdi truomg thifu
~CD100.

Tiép theo, kha ning 1am giam qua trinh sinh trudng cia té bao ung thu CT26 &
chudt Balb/c kiéu dai caia MAb 67 dugc thi nghiém. Té bao ung thu CT26 dugc tié
vao co cing chan ciia chudt Balb/c (n =48) kiéu dai hodc chust CD100-/- (n=9). Sau
khi tiém, chudt kiéu dai dugc chia thanh 2 nhém, méi nhém 24 chudt. Mot group dugc
didu tri bit dau vao ngay thtr 1 bing cach tiém vao phic mac 4 bung 1mg MADb 67, va
nhém con lai duge didu tri bing cach tiém phic mac 6 bung 1mg IgG chudt. Diéu tri
dugc 1gp lai sau mdi 7 ngay. Chudt dugc phan tich qué trinh sinh trudng khéi u. Nhu
dugc thé hién trén Fig. 11, diéu tri baing MAb 67 di l1am giam qua trinh sinh truéng

ctia khdi u CT26 & chudt Balb/c so v6i nhém chung IgG cta chudt.

Do do6, két qua nay chi ra rang khéng theé c6 dic di€ém vé cau trac va chirc ning

‘ctia MAb 67 d 1am gidm sy sinh truéng khéi u in vivo.

Vi du 8: Khang thé khang CD100 ¢ ché viém khép do collagen in vivo

MAD 67 dugc thir nghiém kha ning gidm viém khép & mau chudt viém khép do
collagen (CIA). Mau viém khép do collagen (CIA) 12 mAu vat viém tién 14m sang cia
viém khé6p dang thip (RA) duogc st dung rong ri dé danh gia co ché bénh sinh va
danh gia cac dich RA tri liéu (Brand et al., Nat. Protoc. 2(5):1269-75 (2007)). Quy
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trinh CIA thong thudng dugc mo ta trén Fig. 12 (cac bién dbi bit ky trong quy trinh
nay dugc dé cip dudi ddy). Mot cach vin tit, viém khép dugce kich thich vao ngay 0
bang cach tiém vao duéi da dudi hdn dich bao gém collagen v t4 dugc Freund hoan
chinh (CFA). Sau d6, nhém chimg va nhém didu tri dugc tiém duéi da (s.c.) hoic
trong phiic mac & bung (i.p.) hai 1in hang tudn bit diu vao ngay th 20. Nhém thir
nghiém dbi trong thir nghiém 1 dugc néu trong bang 5.

Béng 5. Nhom thir nghiém viém khép do collagen (CIA) 1

Nhom | Pong vat Diéu tri Liéu Ngay diéu tri
1 10 Isotyp IgG dbi chimg | 600pg i.p. 2X/tuan bit ddu vao
cua chudt ngay thir 20
2 10 MAD 67 600ugip. | 2X/tudn bit diu vao
ngay thir 20
310 etanercept 600ug s.c. | 2X/tudn bat dau vao
| ngay thi 20

Murc d¢ nghiém trong ctia bénh dugc danh gia sir dung thang diém dugc néu
trong bang 6. Mdi mot méng ciia chudt dugc danh gia cho diém (ddu hiéu hién vi cta
viém khép dugce dénh gia 3 1an hang tudn). Chi sé viém khép (AI) dugce tinh bing cach
cong diém ciia timg mong (AI t6i da = 16). Thong thuong, ddu hidu du tién cia viém

khép xuét hién trong mau CIA tir 21 dén 28 ngdy sau khi chung.

Bang 6. Phuong phép danh gia CIA

Diém MO ta
0 Khéng c6 dau hiéu nhin thiy ctia viém khép
1 Phu va/hodc @6 1 ngoén
2 Phu va/hodc d6 2 ngoén
3 Phu va/hodc dé hon 2 ngén
4 Viém khép nghi€ém trong toan bd moéng va
ngdén
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Két quéa ciia thir nghiém 1 cho thdy su giam phat trién bénh viém khép & maiu
CIA trong nhém dugc didu tri bang 600ug MADb 67. Chi sb viém khép (AI) & chudt
dugc diéu tri bang 600ug MAb 67 dugc so sanh véi Al & chudt dugc didu tri bang
600pg dbi ching am (IgG1) va 600pug dbi chimg dwong (etanercept) khi bit diu didu
tri vao ngay 20. Két qua duoc thé hién trén Fig. 13A. Két qua nay chi ra ring MAb 67
13 c6 hiéu qua twong duong hoic t6t hon so véi etanercept trong viéc lam giam viém

khép & mau CIA.

Thir nghiém thir hai (Study 2) bao gdm viéc didu tri bing MAb 67 va d6i chimg
duong khi 1am tré qua trinh diu tri, nghia I, diéu tri bat diu khi chi s6 viém khép lon
>3. Nhém thtr nghiém trong thir nghiém 2 dugc néu trong bang 7.

Bang 7. Thu nghiém viém khép do collagen (CIA) 2

Nhoém | # dong Diéu tri Liéu Piéu tri Ngay
véat
1 10 Chudt IgG Isotyp d6i chimg | 600pgip. | 2X/tudn bat diu vao ngay thir 20
2 10 MAD 67 600pg i.p. | 2X/tudn bit dau vao ngay tha 20
3 10 MAD 67 600pg i.p. | 2X/tudn khi chi sb viém khép >3
4 10 etanercept 600ug s.c. | 2X/tuan khi chi sb viém khép >3

Trong thir nghiém 2, két qua Al trong diéu tri bing MAD 67 (diéu tri bt du
vao ngay 20 hodc khi Al >3) dugc so sanh véi didu tri bang dbi ching 4m (IgG1) va
d6i chimg dwong (etanercept; didu tri bat diu khi Al >3). Két qua dugc thé hién trén
Fig. 13B. Két qua nay chi ra ring MAb 67 14 c6 hiéu qua turong duong hoic tét hon so
v6i etanercept trong viéc 1am gidm viém khép khi qué trinh diéu trj bat dau vao ngly
thir 20 hodc 1am tré dn khi AI >3. Do d6, MAb 67 dugc chi ra 13 ¢c6 kha ning ngin
ngilra viém khép, cling nhu diéu trj viém khép bénh khi Al >3 ¢ mau CIA.

Vi du 9: Khéng thé khang CD100 chiin dap tme t& bio B neuyén phat va té bao B nhG

in vivo

Chuét Balb/c va CD100-/- were dugc chiing ngira bang globulin gamma cia ga

Tién hop véi (4-hydroxy-3-nitrophenyl) axetyl dugc két tia bing phén (nhém-/magie-
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hydroxit) (“NP-CGG”) sau d6 1a diéu tri bang IgG1 dbi chimg (Balb/c va CD100-/-)
hodc MADb 67 (chi Balb/c). Cac nhém thir nghiém duge néu trong bang 8.

Béng 8. Nhom thir nghiém dap tng té bao B nguyén phat va té bao B nhé

Nhém | Chung S6 lugng | Khang nguyén | Ab didu tri Liéu Tiém Ab
1 CD100 -/- 6 N/A N/A N/A N/A
2 CD100 -/- 6 NP-CGG/Phen IgG1 dbi N/A Ngay (-7), 0, 7, 14,
chimng 21,28
Balb/c 6 N/A N/A N/A N/A
4 | Balb/c 6 NP-CGG/Phén IgG1 dbi 600ug Ngay (-7), 0, 7, 14,
ching 21,28
5 Balb/c 6 NP-CGG/Phen MAbD 67 600ug | Ngay(-7), 0,7, 14,
21,28

Chudt duogc diéu tri nhu di dé cap trong bang 8 bat dau vio ngay thir -7 va dugc
chiing ngira bang NP-CGG vao ngay 0. Ba chudt/nhém dugce gay mé vao ngay 10, va
lach vid hach bach huyét dugc phin tich té bio B trung mim (GC)
(“B220+CD38lowPNA+"). Méi lach duge phan tich riéng biét, va hach bach huyét
ctia ca 3 chudt dugc két hop vao cling mdt miu dé phén tich. Qua trinh diu tri sb
chudt con lai dugc tiép tuc nhu dugc thé hién trong bang 8. Vao ngay 21 chudt duoc
tiém nhéc lai bing NP-CGG trong phén. Vao ngay 31 sb chudt con lai dugc gdy mé va
va lach va hach bach huyét dugc phan tich té bio B trung mim (GC)
(“B220+CD38lowPNA+"). Méi lach dugc phén tich riéng biét, va hach bach huyét
clia ca 3 chudt duge két hop vao cing mot mau dé phan tich. Két qua trén Fig. 14A va
B chi ra ring diéu tri bing 600ug MAb 67 di lam giam s luong té bao B GC trong
lach (SP) va hach bach huyét (LN) sau c4 chung ngira ddu tién (14A) va chiing ngira
thir phét (14B). Do d6, MADb 67 dugc chi ra 13 c6 kha ning chin dép tmg té bao B

nguyén phat va té bao B nhd in vivo.
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Vi du 10: Khang thé khang CD100 1am chan qui trinh sinh trudng khéi u in vivo

Su gidm sinh truéng khdi u nhd MAD 67 dwoc thir nghiém & mau chudt dugce
ghép khdi u CT26 va BCA34. Dé tién hanh thir nghiém, té bao ung thu dugc tiém vao
rong co cing chan cia chudt Balb/c. Bit dAu tir ngdy 1 sau khi ghép, chudt duogc diéu
tri bang tiém trong phiic mac  bung (i.p.) 1 1an/tudn Img khang thé MAb 67 hoic dbi
ching 4m (IgG) trong thé tich 0,2ml. Sy thay ddi thé tich khéi u (mm®) va/hoic thé
tich dui (mm®) duoc do dé x4c dinh téc do sinh truéng ciia khdi v. Toe do sinh trudng
- khéi u & chudt dugc didu tri bang MAD 67 so v6i dbi ching am dugc st dung dé tinh
d6 tré sinh truéng khdi u (TGD).

Kha ning sinh truéng trong moi trudng thién CD 100 cia t& bao ung thu
BCA34 va EMT6 ciing dugc thit nghiém. Dé thyc hién thir nghiém nay, té bao ung thu
duge tiém vao cing chén cua chudt Balb/c va CD100-/- (SEMA4D-/-) va tbc d6 sinh

trudng khdi u duge x4c dinh.
Té bao ung thw dai trang CT26

Té bao ung thu CT26 thu dugc tir khdi u dai trang cta chudt va biéu hién nf"mg
d6 CD100 rat thip. 50000 té bao ung thi dai trang CT26 dugc tiém s.c. vao chudt
Balb/c kiéu dai (20 chudt/nhém didu tri). Su thay dbi thé tich khdi u (mm?) duogc do &
chudt duge diéu tri bing 1mg MAb 67 hang tudn bit d4u vio ngay thir 1 sau khi ghép
so v6i chudt duge tiém IgG ddi chung. Két qua (thé tich khéi u trung binh theo thoi
gian) dugc thé hién trén Fig. 15. TGD cta chudt dugc diéu tri béng MADb 67 1a 17%
(p=0,0317). Két qua nay chi ra ring sy sinh truéng khéi u CT26 d3 bi giam & chudt
duge diéu tri baing MADb 67.

Té bao ung thuw nguyén bao soi BCA34

Té bao ung thu BCA34 biéu hién ndng d6 CD100 rat thip. Dau tién, 50000 t&
bdo ung thu BCA34 duge tiém s.c. vao ving bung ciia chudt Balb/c kiéu dai hoic

CD100-/- (“SEMA4D-/-). Su thay d6i thé tich khéi u (mm”®) duoc do, va két qua duge
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thé hién trén Fig. 16A. Két qua nay chi ra ring sy sinh trudng khbi u BCA34 bi suy

giam trong moi trudong thiéu CD100.

Trong mdt thir nghiém riéﬁg biét, 50000 té bao ung thu BCA34 dugc tiém s.c.
vao chudt Balb/c kiéu dai (21 chudt/nhém diéu tri). Su thay dbi thé tich khéi u (mm?)
dugc do & chudt duge diéu tri bang 1mg MAb 67 hang tudn bit diu vio ngay thir 1 sau
khi ghép so vé6i chudt duge tiém IgG dbi ching. Két qua (thé tich khdi u trung binh
theo thoi gian) duge thé hién trén Fig. 16B. TGD ciia chudt duge didu trj bing MAb
67 12 18% (p=0,009). Két qua nay chi ra rang sy sinh truéng khbi u BCA34 d4 bj giam
& chuot dugc diéu tri bing MADb 67.

Té bao ung thw cacxinom vii EMT6

- Té bao ung thu EMT6 thu duoc tir khdi u cacxinom vii ciia chudt va bidu hién
nC“mg dé CD100 trung binh. 50000 té bao ung thu EMT6 dugc tiém s.c. vao chudt
Balb/c kiéu dai. Su thay ddi thé tich khéi u (mm3 ) dugc do & chudt. Két qua (thé tich
khdi u trung binh theo thdi gian) duoc thé hién trén Fig. 17. Sy thay dbi thé tich khdi u
(mm?®) dugc thé hién & chudt Balb/c kidu dai va chudt CD100-/- (“SEMA4D-/-"). Két
qua nay chi ra ring su sinh truong khéi u EMT6 bi suy giam trong méi truong thiéu
CD100.

Vidu 11: Khang thé khang CD100 13 chAm qua trinh sinh traéng ciia khdi u & neudi in

Vivo

Su giam sinh trudng khéi u nhd MAb 2503 dugc thir nghiém trong miu dong
vat duge ghép khdi u HN12 va HN6 HIF1a mODD cua ngudi. HN12 va HN6 HIFla
mODD thu duge tir khdi u viing d4u va cb ciia ngudi, va ca hai déu bidu hién ndng dod
HIF1la va CD100 cao. Mau HN6 HIF-la mODD dugc dé cép trong Sun et al., J Biol
Chem 284(46):32066-74 (2009). Pé thuc hién thir nghiém, 2 khéi u/chudt duoc tiém
dudi da vao chudt tran khong c¢6 tuyén e (10 chudt/nhom didu tri). Bit dau tir ngay 1
sau khl ghép, chudt dugce didu tri bing tiém trong phic mac 4 bung (i.p.) 1 lan/tudn
Img khéng thé MAb 2503 hodc ddi ching 4m (IgG) trong thé tich 0,2ml. Sy thay dbi
thé tich khdi u (mm’) va/hodc thé tich dui (mm®) dugc do dé xac dinh tde do sinh
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trudong ctia khéi u. T do sinh treong khéi u & chudét HN6 HIF-1a mODD duoc diéu
tri bang MADb 2503 so v6i ddi chimg 4m dugc sir dung dé tinh do tr& sinh truéng khéi
u (TGD).

Muc tiéu cua thir nghiém nay 1a TGD. Két qua sinh trudng khéi u trong qué
trinh diéu tri bing MAb 2503 & miu HN12 va HN6 HIF-1a mODD dugc thé hién trén
Fig 18 va 19A. TGD & chudt HN6 HIF-1a mODD dugc diéu tri bing MAb 2503 1a
13% (p=00008). Hon nita, hinh anh ctia khdi u & chudt duge ghép HN6 HIF-1a
mODD dugc diéu tri bang déi chimg IgG4 va MADb 2505 dugc thé hién trén Fig. 19B.
Két qua nay chi ra rang diéu tri bang MAb 2503 giam tdc d6 sinh trudng cua khoi u

vung dau va cd cia nguoi in vivo.

Vidu 12: Dong té bao CHO-S 8n dinh @& biéu hién ndng d6 MAb 2503 cao

Dong té bao CHO-S én dinh dugc tao ra dé biéu hién MAb 2503 & ndng do cao -
ADN bb trg mi héa chudi niing va chudi nhe ctia khang thé duoc 1am cho c6 tinh chét
giéng ngudi don dong khang CD100 2503 dugc sir dung dé tao ra dong té bao tring
cta chudt (CHO-S) str dung k§ thudt GPEx™ (Catalent Pharma Solutions, Madison,
Wisconsin) va té bao CHO-S gbc (tham khao Bleck et al., “An Alternative Method for
the Rapid Generation of Stable, High- Expressing Mammalian ‘ Cell Line,”
BioProcessing JouARNI (September/October 2005)).

Sau khi tdc dong mot dong té bao, thé tach dong biéu hién dugc chon bang cach
nudi cdy trong méi trudng va qua trinh san xuét khang thé, va ngan hang tim kiém té
bao biéu hién séng s6t dugc tao ra. Khang thé dugc tao ra boi thé tach dong dugc xac
dinh dic diém vé d6 dic hiu va ai luc sir dung thtr nghiém chirc ndng in vitro va in
vivo (chdng han, thir nghiém phong bé dong t& bao va thir nghiém tach dinh t& bao).
Sau do, té bao trong thé tach dong CHO duogc chon duge nudi ciy va phat trién trong
mbi truéng nudi cdy va ngan hang thir hai (ngan hang gidng gbc) duoc tao ra va 1am
dong lanh. Té bao trong mot dng cia ngin hang gidng gdc duoc nudi ciy tiép tuc va

sir dung dé san xudt cGMP cua ngan hang té bao Master (MCB).
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Vi du 13: Liéu luong cta khing thé khing CD100 va két qua cuia thir nghiém PK &

chuot va khi

Phan tich bdo hoa sau khi tiém tinh mach mét lidu duy nhit MADb 2503 & chudt

va khi dugc thuc hién.

Thir nghiém & chudt: 36 chudt Sprague-Dawley (3/gi¢i/nhém) dugce tiém trong
tinh mach mét lidu duy nhdt MAb 2503 dao dong tir 0,01 dén 100mg/kg. Thir nghiém
}‘t‘)ﬁo hoa dua trén phuong phap do dong chay té bao duoc thuc hién trén miu mau todn
phin dugc phan giai tai cic thoi diém khac nhau dé danh gia ty 16 phén tram dich té
bao (SEMA4D) duge 1am bio hoa biang MAb 2503. C6 su tuong qua sb liéu tdt véi
lugng MAb duge phét hién trong huyét thanh, chi ra rang qua trinh bo hoa phu thudc
vao hugng dugc chat tu do trong huyét thanh, va t& bao di dugc 1am bdo hoa khi
khoang 1 dén Sug/ml dugc chit tr do dwoc phét hién trong huyét thanh. Ty 1& phin
trim bio hda SEMA4D & lidu lugng MADb 2503 14 0, 0,01, 0,1, 1,0, 10, va 100mg/kg &

chudt duc va cai duge thé hién trén Fig. 20A va 20B.

~ Nghién ctru & khi: 28 khi (2/giéi/nhém; 4/gidi/nhém ching) dugc tiém tinh
mach mot lidu duy nhit MAb 2503 dao dong tir 0,01 dén 100mg/kg. Thir nghiém béao
hoa dua trén phuong phap do dong chay té bao duoc thuc hién trén miu méu toan 4
phin dugc phan giai tai cac thoi diém khac nhau dé danh gia ty 1¢ phan trim dich té
bao (SEMA4D) dugc 1am bio hoa bang MAb 2503. Cé su trong qua s liéu tbt véi
lugng MAD duge phét hién trong huyét thanh, chi ra ring qua trinh bdo hoa phu thudc
vao lugng dugc chit tw do trong huyét thanh, va t& bao di duge 1am bdo hoa khi
khoang 1 dén Sug/ml dugc chét tr do duoc phat hién trong huyét thanh. Ty 18 phén
tram bdo hoa SEMA4D & liéu hrgng MAb 2503 1 0, 0,01, 0,1, 1,0, 10, va 100mg/kg &
khi duc va khi cai dugc thé hién trén Fig. 21. Két qua cua thir nghiém nay & chudt va

khi 13 rat giong nhau.

Két qua dugc dong luc hoc (PK) bao gbm thoi gian ban hdy sinh hoc (gi¢
(ngay)), ndng d6 khang thé trong huyét tuong tai thi diém 0 sau khi tiém (Cy), va dién

tich duéi duong cong ndng dd trong huyét twong tir thdi didm o dén thoi diém ¢
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(AUC,.) dbi véi mot lidu tiém tinh mach 13 0,01, 0,1, 1,0, 10, hoic 100mg/kg MAb

2503 & chudt va khi dugc néu trong bang 9.

Bang 9. Gia tri PK ctia khang thé 2503 & chudt va linh truéng (khi Cynomolgus)

Liéu (mg/kg) | Thoi gian ban hay (gid (ngiy)) Co (ng/mL) AUC
Khi Chudt Khi Chuot Khi Chudt
0,01 0,1051 | Khong sb lidu | 0,3573 | Khong sb liéu
Pha A 0,1649 (0,01) | Khong sb lidu
Pha B 4321 (1,80) | Khong sb liu |
0,1 3,356 1.99 23,09 11,40
Pha A 0,1659 (0,01) | 3,47(0,14) '
Pha B 6,829 (0,28) | Khong sb lidu
1,0 39,35 34,14 1,974 834,7
Pha A 3,175(0,13) | 0,636 (0,026) ‘
Pha B 43,69 (1,82) 27,77 (1,2)
10 | 327,1 317,7 38,741 27,431
Pha A 3,075 (0,13) 5,85 (0,24)
Pha B 109,4 (4,56) 105,7 (4,4)
100 3,681 3,305 47:’15 488,194
Pha A 6.978 (0,29) 9,20 (0,38)
Pha B 239,8(9.99) | 246,2(10,3)

Thoi gian ban hity trong pha loai thai cia MAb 2503 dugc phat hién 1a tuvong tu

gitta chudt va khi, va dao dong tir khoang 6 gior dén khoang 10 ngay theo kiéu phu

thudc lieu. Ca két qua clia thir nghiém bao hoa va PK déu c6 ki€u phu thudc li€u va

cho thiy dic tinh tuong tu gitta chudt va khi. Hon nira, khong ¢6 dic tinh gdy doc

dang ké dbi voi MAD 2503 & liéu dao dong tir 0,01 dén 100mg/kg & chudt hodc khi.

Phan mo ta vé cac phuong an cu thé trén déy s& boc 16 toan bd ban chit chung

‘ctia sang ché ma chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay c6 thé thuc hién bang nhimng

hiéu biét cia minh, cac bién ddi can thiét d¢ ing dung vao cic phuong an khic ma
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khong can qua trinh thir nghiém khéng cin thiét, ciing nhu khoéng vuot ra khoi pham vi
ctia sang ché. Do d6, cic bién d6i nhu véy ciing s& thude pham vi ctia cac phuong an
dugc md ta, dua trén phan giai thich va thao luin néu trong ban mo ta nay. Cén hiéu
réﬁg thudt nglr dwgc sir dung trong ban md ta nay chi ¢6 muc dich minh hoa va khong
gi6i han, sao cho thuat ngir nay 1 d& hiéu v&i chuyén gia trong linh vuc k¥ thudt nay .

dua trén phan mo t& va gidi thich cta sang ché.

Pham vi cua séng ché khong bi gigi han bdi phan md 1 trén diy ma s& duoc

xéc dinh bai phan yéu ciu bao hd dudi day.
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YEU CAUBAO HO

1. Khéng thé phan I4p hodc manh lién két khang nguyén cia né lién két dic hidu véi
CD100, chtra polypeptit viing bién déi chudi ning (VH) va polypeptit viing bién déi
chudi nhe, trong d6 VH bao g?)m trinh tu axit amin VH-CDR1, VH-CDR2, va VH-
CDR3 1lan luot 1a SEQ ID NO: 6, 7, va 8; va VL bao gdm trinh tu axit amin VL-
CDR1, VL-CDR2, va VL-CDR3 l4n luot 13 SEQ ID NO: 14, 15, va 16.
2. Khang thé phéan 1ap hoic manh cta n6 theo diém 1, trong do:
i. VH chira trinh tir axit amin gidng it nh4t 90% so v6i SEQ ID NO: 9 hodc

SEQ ID NO: 10;

ii. VL chua trinh tu axit amin giéng it nhit 90% so véi SEQ ID NO: 17
hodc SEQ ID NO: 18;

iii.  VH chira trinh tir axit amin giéng it nhit 90% so v6i SEQ ID NO: 9 hoic
SEQ ID NO: 10; va VL chira trinh tir axit amin gidng it nhit 90% so véi SEQ ID NO:
17 hodac SEQ ID NO: 18; hoac

iv. Khéang thé hoic manh cta né 1a khang thé don dong ma chia VH dugce
mi héa bing polynucleotit duge ndp luu dusi sé ATCC PTA-10004 va VL dugc ma
héa bang polynucleotit dugc nop hru duéi s ATCC PTA-10005.
3. Khéng thé phan 14p hoic manh cia no theo diém 1 hodc diém 2, trong d6 khang thé
phén 18p hodc manh clia né nay con chira ving khéng ddi ciia ngudi.
4. Khang thé phén 14p hodc manh cia no theo diém 1 hoadc diém 2, trong do khéang thé
phén 18p hodc manh ctia né nay dugc chon tir nhém bao gém khang thé mach don,
manh Fab, manh F(ab)p, va manh Fv.
5. Khéang thé phan 13p hoic méanh ciia n theo diém bat k¥ trong sb cac diém tir 1 dén
4, trong d6 khang thé phan 14p hodc manh ciia né nay tc ché CD100 dé khéng gan két
v6i thu thé CD100.
6. Khang thé phén 14p hodc manh ciia n6 theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 d&én
5, trong d6 khang thé phan 14p hodc manh cia nd nay duoc lam cho gibng nhu cua

ngudi, gibng nhu caa linh truéng hodc kham.
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7. Khang thé phan 13p hozic manh ciia né theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén
6, trong d6 khang thé phan 14p hodc manh cta n6 nay con chua polypeptit khéc loai
duogc lién hop véi nod.

8. Ché Vphém chira khang thé hoic méanh clia n6 theo diém bét ki trong sb cac diém tir
1 dén 7, va chit mang.

9. Polynucleotit chira phan tir axit nucleic ma héa khang thé hoic méanh lién két khang
nguyén ctia n6 theo diém bt ky trong sb cac diém 1 va 2.

10. Ché phim chira polynucleotit md héa VH phan 1ap va polynucleotit m3 héa VL
phan Iap,

1. trong do6 polynucleotit md hoa VH s€ ma héa VH chtta trinh tir axit amin
VH-CDR1, VH-CDR2, vd VH-CDR3 lan lugt 1a SEQ ID NO: 6, 7, va 8; trong d6
ﬁolynuc_leotit m3 héa VL s& ma héa VL chira trinh ty axit amin VL-CDR1, V L-CDR2,
va VL-CDR3 lan lugt 1a SEQ ID NO: 14, 15, va 16; hodc

| ii. trong do polynucleotit ma héa VH chira SEQ ID NO: 19 hodc SEQ ID
NO: 20 va polynucleotit md hoa VL chira SEQ ID NO: 21 hogc SEQ ID NO: 22; va
~ trong d6, khang thé hoic manh lién két khang nguyén ciia nd chira VH va VL gan két
djc hiéu véi CD100.
11. Ché phim theo diérﬁ 10, trong d6 polynucleotit ma héa VH va polynucleotit ma
héa VL dugc chira trong cing mot vecto hodc trong cac vecto riéng biét.
12. Té bao cha bao gdm vecto chira polynucleotit theo diém 9 hodc ché phim theo
diém 11.
13. Phuong phap san xudt khang thé hoic manh clia né ma lién két dic hiéu véi
CD100, phuong phép nay bao gdm budc nudi cdy t€ bao chi theo didm 12, va thu

khang thé hodc manh cda nd.
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<210> 1

<211> 862

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1 . .
Met Arg Met Cys Thr Pro Ile Arg Gly Leu Leu Met Ala Leu Ala Val
1 5 10 15

Met Phe Gly Thr Ala Met Ala Phe Ala Pro Ile Pro Arg Ile Thr Trp
20 25 30

Glu His Arg Glu Val His Leu Val Gln Phe His Glu Pro Asp Ile Tyr
35 40 45

Asn Tyr Ser Ala Leu Leu Leu Ser Glu Asp Lys Asp Thr Leu Tyr Ile
50 55 60

Gly Ala Arg Glu Ala Val Phe Ala Val Asn Ala Leu Asn Ile Ser Glu
65 70 75 80

Lys Gln His Glu Val Tyr Trp Lys Val Ser Glu Asp Lys Lys Ala Lys
85 90 95

Cys Ala Glu Lys Gly Lys Ser Lys Gln Thr Glu Cys Leu Asn Tyr Ile
i00 105 110

Arg Val Leu Gln Pro Leu Ser Ala Thr Ser Leu Tyr Val Cys Gly Thr
115 120 125

Asn Ala Phe Gln Pro Ala Cys Asp His Leu Asn Leu Thr Ser Phe Lys
130 135 140 -
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Phe
145

Ala
165

Thr
180

Ser
195

Pro
210

Asp
225

Glu
245

Cys
260
Ser

275

vVal
290

Lys
305

Gly
325

Phe
340

Thr
355

Ala
370

Asn
385

Asp
405

Leu

His

Ser

His

Ser

Gly

Tyr

Lys

Phe

Phe

val

Leu

Ser

Lys

Cys

Leu

Asp

Ser

Tyr

Ser

Phe

Glu

Glu

Gly

Leu

Asn

Pro

Ser

His

Trp

Ile

Pro

Ser

Lys

Tyr

Asn

Pro

Phe

Asp

Lys

Val

vVal

Ala

Gly

Val

Asp

Asp

val

Asn

Thr

Phe

Leu

Phe

Asp

val

Ala

Leu

Phe

val

Lys

Arg

Ser

Lys

Glu
150

Ser
170

Leu
185

Arg
200

Ala
215

Arg
230

Phe
250

Gly
265

Arg
280

Arg
295

Tyr
310

Cys
330

Tyr
345

Tyr
360

Glu
375

Thr
390

Pro
410
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Asp Gly Lys

val

Gly

Thr

Asp

Val

Arg

Gly

Leu

Asp

Ala

Ala

Met

Asn

Ala

Leu

Ile

Met

Glu

Tyr

Val

Leu

Ile

Val

Leu

Tyr

Gln

Gly

Arg

Gln

Asp
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Val

Glu

Tyr

Ile

Phe

Leu

Arg

Cys

Phe

Phe

Asn

Ser

Pro

Ala

Phe

Asn

Gly

Asp

Pro

Ala

Arg

Phe

Ile

Thr

Ser

val

Thr

Leu

Thr

val

Ala

Val

Arg

Arg
155

Gly
175

Ile
190

Ile
205

Lys
220

Phe
235

Pro
255

Leu
270

Arg
285

Leu
300

Pro
315

Ser
335

Thr
350

Pro
365

Asn
380

Lys
395

Pro
415

Cys

Glu

Ile

Pro

Ser

Arg

Gln

Pro

Arg

Gln

Thr

val

Lys

Tyr

Pro

Leu

Ser

Trp

Pro

Glu

Ile

Lys

Asp

Ser

Leu

Ala

Glu

Pro

Thr

His

Leu

Phe

Tyr

Arg

Leu

Asp

Val

Ala

Lys

Ser

Asn

Glu

Gln

Arg

Ser

Pro

Asp

Ser

Asn

Asn

Ser

Arg

Trp

Gly

Gly

Asn

Glu

Ser

Pro

Ser

Leu

Lys

Pro

160

Gly

Ser

Glu

Pro

Thr

Leu

Leu

Val

320

vVal

His

Leu

Met
400



Asp
420

Gly
435
His
450
Gln
465
Lys
485

Gln
500

vVal
515

Cys
530

Glu
545

Tyr
565

Ser
580

Val
595

Leu
610

Leu
625
Lys
645

Thr
660

Leu

675

val

‘Thr

Lys

Leu

Lys

Ala

Leu

vVal

Met

Arg

Gln

Leu

-Leu

Ser

His

Leu

val

Asn

vVal

Ala

Phe

Gly

Pro

Ala

Ala

Gln

Lys

Lys

Ile

Glu

Val

Ser

Ala

Tyr

Tyr

Ile

Gln

Asn

Leu

Arg

Leu

Gly

His

Ser

Ala

Phe

Glu

Leu

vVal

Ser

Thr

Asp

Sexr

Asp

Arg

Ala

Asp

His

Asp

Phe

Asn

Glu

Asn

Arg

Glu

vVal

Thr

Gln
425

vVal
440

Leu
455

Phe
470

Phe
490

Phe
505

Pro
520

Gln
535

Ala
550

Phe
570

Leu
585

Ser
600

Leu
615

vVal
630

vVal
650

Gln
665

Gln
680
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Ile Vval val

Met

Glu

Glu

Val

Cys

Tyxr

Thr

Ser

Lys

Ala

Pro

Ser

Lys

Lys

Thr

Gly

His

Pro

Tyr

Gly

Cys

Glu

Val

His

Arg

Lys

Glu

Asn

val

Glu

Ser
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Val

Ala

Val

Ala

Lys

Ala

Ser

Cys

Gly

val

Tyr

Gly

Lys

Vval

Gly

Ser

Asp

Ser

Val

Gln

Gly

His

Pro

Gly

Phe

Gly

Asp

Thr

Pro

Ser

Pro

Arg
430

Thr
445

His
460

Thr
475

Ser
495

Gly
510

Ser
525

Ser
540

Asp
555

Thr
575

Trp
590

Leu
605

Ser
620

val
635

Lys
655

Arg
670

Pro
685

Thr

Asp

Ile

Leu

Asn

Thr

Pro

Arg

Lys

Ala

Lys

Met

Gly

Phe

Pro

Ile

Thr

Gln

Arg

Ile

Leu

Ser

Cys

Pro

Gly

Ser

Glu

Phe

Val

Gln

Val

Ala

Pro

Ala

Gly

Glu

Leu

Gly

Glu

Thr

Leu

Lys

Leu

Gln

Tyr

Val

Val

Thr

Ala

Leu

Ala

Glu

Ser

Val

Asp

Ala

Ile

Gly S

Lys

Asn

Lys

Gln

Val

Ala

Lys

Val

Asp

Leu

Thr

Ser

480

Val

Cys

Gln

Cys

Ala

640

Pro

Val

Gln



Ala Thr
690

Gly Thr
705

His Ser
725

Met Ser
740

Tyr Asn
755

Ser Ala
770

Arg Glu
785

Gln Gln
805

Thr Glu
820

Ser Gln
835

Lys Cys
850

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Arg
1

Val Leu
20

Glu His
35

Asn Tyr
50

Gly Ala

Ser

Ser

Glu

Leu

Cys

Leu

Gln

Asn-

Gln

Arg

Glu

-2

861
PRT

Ser

Tyxr

Leu

Ser

Asp

Ile

Leu

Gly

Glu

Thr

Leu

Lys

Ile

Leu

Glu

Thr

Asp

Lys

Murine sp.

2
Met

Arg

Gly

Ser

Arg

Cys

Thr

Glu

Ala

Glu

Ala

5

Ala

vVal

Leu

Ala

Ala
695

Pro
710

Met
730

Phe

745

Gly
760

Gly
775

Lys
790

His
810

Ile
825

Asp
840

Phe
855

vVal
25

Gly
40

Leu
55

val
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Lys

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Glu

Pro

Thr

Leu

Ala

val

Ala

Leu

Met

Phe

Thr

Ile

Leu

Phe

Leu

Lys

Thr

Lys

Ser

Ser

Asp

Arg

Phe

Val

Ser

Ala
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Leu

Val

Lys

Val

Pro

Lys

Leu

Pro

Lys

Ala

Ser

Gly

Ala

Gln

Glu

Val

Pro

Ile

Ser

Leu

Arg

Pro

Ala

Val

Arg

Asp

Leu

10

Pro

Phe

Asp

Asn

Pro
700

Asn
715

Ser
735

Phe
750

Gln
765

Lys
780

1 Glu

795

Leu
815

Pro
830

Asp
845

Ala
860

Phe
vVal
30

His
45

Lys
60

Ala

Lys

Thr

Asp

Leu

Cys

Ser

Thr

Lys

Asp

Leu

Pro

Lys

ASp

Leu

Pro

val

Asn

Cys

Leu

Gly

Thr

Pro

Gly

Ala

Arg

Pro

Thr

Asn

Ala

Pro

Arg

Leu

Lys

Phe

Ser

@
=
<

Arg

Phe

Asp

Leu

Leu

Gly

Leu

Ile

Pro

Gln

Leu

Phe

Phe

Cys

Phe

Tyr

Glu

Asp

Val

15

Thr

Ile

Tyr

Ser

Thr
Leu
720

Leu

Phe

Ser
800
Glu

Asp

Val

Val

Trp

Phe

Val

Glu



65

Lys
85

Cys
100

Arg
115

Asn
130

Phe
145

Ala
165

Thr
180

Ser
195

Pro
210

Glu
225

Glu
245

Cys
260

Ser
275

Vval
290

Lys
305

Gly
325

Phe

Gln

Ala

Val

Ala

Leu

His

Ser

His

Ser

Gly

Tyr

Lys

Phe

Phe

Glu

Leu

His

Glu

Leu

Phe

Gly

Ser

Ser

Phe

Glu

Glu

Gly

Leu

Asn

Pro

Ser

Ser- Arg

Glu

Lys

Gln

Gln

Lys

Tyr

Asn

Pro

Phe

Asp

Lys

Ile

val

Ala

Gly

val

Gly

Pro

Pro

Ser

Thr

Phe

Asp

Val

Gln

Ala

Leu

Phe

vVal

Lys

70

Tyxr
90

Lys
105

Leu
120

Thr
135

Glu
150

Ser
170

Leu
185

Arg
200

Ala
215

Lys
230

Phe
250

Gly
265

Arg
280

Gln
295

Tyr
310

Cys
330

Tyr
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Trp

Ser

Ser

Cys

Asp

Val

Gly

Thr

Asp

Val

Lys

Gly

Leu

Asp

Ala

Ala

Met

Lys

Lys

Ser

Asp

Gly

Met

Ser

Glu

Val

Tyr

Leu

Leu

Ile

Val

val

Tyr

Gln
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Val

Gln

Thr

His

Lys

Val

Glu

Tyr

Ile

Phe

Met

Arg

Cys

Phe

Phe

Thr

Ser

Ser

Thr

Ser

Leu

Gly

Gly

Pro

Ala

Gln

Phe

Ile

Thr

Val

Ala

75

Glu
95

Glu
110

Leu
125

Asn
140

Arg
155

Gly
175

Ile
190

Tle
205

Lys
220

Phe
235

Leu
270

Lys
285

Leu
300

Pro
315

Ala
335

Asp

Cys

Leu

Cys

Glu

Ile

Pro T

Thr

Arg

Gln

Pro

Arg

Gln I

Thr

val

Lys

Leu

Val

Thr

Pro

Leu

Ser

Pro

Q2
=
o

val

Lys

Asp

Ala

vVal

Glu

Lys

Asn

Ser

Phe

Tyr

Arg

Leu

Asp

Ala

Pro

Asn

Ser

Tyr

Asn

Asn

Trp

Gly

Gly

Asn

Ala

Ser

80

Lys

Ile

Thr

Lys

Pro.

160

Gly

Ser

Glu

Pro

Val

240

Val

Leu

Leu

Val

320

Val

His



340

“Thr
355

“ Ala
370
Asn
385

Asp
405

- Asp
420

- Gly
435

His
450

- Gln

465

Lys
485

Gln
500

-Val

515

Cys
530

Asp
545

Phe
565

Phe
580

Glu
595

Leu

Lys

Cys

Leu

Asp

Val

Thr

Lys

Leu

Lys

Ala

Leu

Val

Met

Asn

Gln

Leu

Leu

Trp

Ile

Pro

Ser

Asn

Phea

Ala

Phe

Ala

Thr

Ser

Gln

Lys

Lys

Ile

Val

Asp

Asp

Val

Tyr

Tyr

Val

Arg

Arg

Leu

Arg

Leu

Gly

His

Ser

Ala

Phe

Arg

Ser

Lys

Thr

Asp

Ile

AsSp

Lys

Ala

Asp

His

Asp

Phe

Asn

Ala

Asn

345

Tyr
360

Glu
375

Thr
390

Pro
410

Gln
425

Val
440

Leu
455

Ser
470

Phe
490

Phe
505

Pro
520

Gln
535

Thr
550

Phe
570

Leu
585

Ser
600

Leu

23676

Asn

Ala

Leu

Ile

Ile

Met

Thr

Glu

Val

Cys’

Tyr

Glu

Ser

Lys

Ala

Pro

Ser

Gly

Arg

Gln

Asp

vVal

Phe

Lys

Pro

Tyr

Glu

Cys

Glu

Ser

His

Arg

Lys

Asp

-120-

Ala

Phe

Asn

Val

Ile

Val

Ala

Ala

Ala

Cys

Gly

vVal

Ty

Gly

Val

Ala

Val

Ser

Val

Leu

Gly

His

Trp

Ser

Leu

Gly

Val

Gly

Asp

350

Pro
365

Asn
380

Lys
395

Pro
415

Arg
430

Thr
445

His
460

Thr
475

Ser
495

Gly
510

Ser
525

Ser
540

Asp
555

Thr
575

Trp
590

Phe
605

Ser

Thr

Tyr

Asp

Lys

Thr

Asp

Val

Leu

Asn

Ser

Pro

Arg

Ala

Val

Gly

Pro

Thr

His

Leu

Gln

Arg

Ile

Leu

Ser

Cys

Ala

Gly

Ser

Glu

Phe

Gly

Val

Arg

Ser

Pro

Ile

Ala

Gly

Glu

Leu

Gly

Glu

Tle

Trp

Lys

Arg

Tyr

Pro

Leu

Lys

Leu

Ala

Glu

Ser

Val

Asp

Lys

Ile

Glu

Lys

Asn

Lys

Gln

Gly

Leu

Met

400

Lys

Asp

Leu

Thr

Ser

480

val

Cys

Ala

Gln

Ser

560

Cys

Gly

His

Cys



610

Leu Ser Glu

625

Lys His
645

val

Thr Ser Glu

660

Pro Val

675

690

Thr Ser
705

Ala

“-Ala Thr Ser

Cys

Ser Glu Lys

725

Ser Leu Leu

740

Asn Cys
755

Tyr

Ala Leu Leu

770

Glu Gln Ser

785

Gln Asn Gly

805

Glu Gln Asp

8§20

Gln Arg Ile

835

Cys Glu Leu

850

<210>
<211>
<212>
<213>

30

Nhén

Glu

Leu

Pro

Glu

Thr

Leu

Lys

Leu

‘Val

Asp

Thr

Asp

Lys

tao

Arg

Glu

Ala

Thr

Arg

Pro

vVal

Phe

Gly

Gly

Lys

His

Ile

Glu

Phe

615

Val
630

Val
650

Gln
665

Gln
680

Ala
695

Lys
710

Tyr
730

Ile
745

Tyr
760

Lys
775

Glu
790

Pro
810

Thr
825

Leu
840

Ala
855

23676

Arg

Lys

Thr

Gly

Ala

Met

Leu

Phe

Leu

Lys

Thr

Lys

Ser

Ser

Asp

Asn

Met

Glu

Ser

Thr

Lys

Val

Pro

Thr

Leu

Pro

Lys

Ala

Ser

-121-

Lys

Val

Gly

Ser

Leu

Ser

Leu

Gly

Pro

val

Ala

val

Arg

Asp

Thr

Pro

Ser

Pro

Pro

Asn

Ser

Phe

Gln

Glu

Leu

Pro

Asp

Ala

620

val
635

Arg
655

Lys
670

Pro
685

Pro
700

Thr
715

Asp
735

Leu
750

Cys
765

Ser
780

Pro
795

Asp
815

Thr
830

Lys
845

Asp
860

Ser

Thr

Ile

Thr

Lys

vVal

Asn

Cys

Leu

Asp

Gly

Thr

Asp

Pro

Gly

Gln

Pro

Thr

Pro

Arg

Leu

Lys

Phe

Ser

Gly

Arg

Phe

Asp

Leu

Prc

Ser

Ala

Ser

Gin

Leu

Phe

Ser

Phe

Tyr

Glu

Asp

Leu

Ser

Lys

Leu

Ser

Leu

Leu

Ser

Arg

Asp

Ser

Glu

vVal

Ala

640

Pro

Met

Trp

Gly

His

720

Met

Tyr

Ser

Leu

Gln

800

Thr

Ser

Lys
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<220>

<223> Polynucleotit kh&ng CD100 VH CDR1
<400> 3

ggctacagct tcagcgacta ctacatgcac

30

<210> 4

<211> 51

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Polynucleotit khé&ng CD100 VH CDR2
<400> 4

cagattaatc ctaccactgg cggcgctagc tacaaccaga agttcaaggg c
51

<210> 5

<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>

<223> Polynucleotit khang CD100 VH CDR3
<400> 5

tattactacg gcagacactt cgatgtc

27

<210> 6

<211> 10

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

<223> Polypeptide khédng CD100 VH CDR1
<400> 6

Gly Tyr Ser Phe Ser Asp Tyr Tyr Met His
1 5 10
<210> 7

<211> 17

'<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Polypeptide khdng CD100 VH CDR2
<400> 7

Gln TIle Asn Pro Thr Thr Gly Gly Ala Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 8

<211> 9

-122-



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

PRT
Nhén

tao

Polypeptit khéang

8

Tyr Tyr Tyr Gly Arg His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gln Val
1

Ser Vval
20

Tyr Met
35

9
118
PRT
Nhén

tao

5

Polypeptit khéng

9

Gln

Lys

His

Gly Gln Ile

50

Lys Gly Lys

65

Met Glu Leu

85

Ala Arg
100

Thr Vval
115

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Tyr

Thr

10
118
PRT
Nhén

Leu

Val

Asn

Ala

Ser

Tyr

Val

tao

Val

5

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Gln
Cys
25

Arg
40

Thr
55

Ile
70

Leu
90

Gly
105

Ser

Polypeptit khéang

10

Gln Val Gln Leu Gln Gln

1

5

23676

CD100 VH CDR3

Phe Asp Val

CD100 VH 2503

Ser

Thr

Thr

Arg

Arg

Gly

Ala

Ala

Gly

Ser

His

Ala

Ser

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

CD100 VH 67

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

Asp

Val Lys
Tyr Ser
30
Gln Gly
Ser Tyr
60

Ser Thr
75

Thr Ala
95

Val Trp
110

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

val

Gly

Ser

Glu

Thr

Tyr

Gln

Lys

Ala

Tyr

Gly

Tyr

Met

Tyr
‘80

Cys

Thr

Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

-123-

10

15



Ser Val
20

Tyr Met
35

Lys

His

Gly Gln Ile

50

Lys Gly Lys

65

Met Gln Leu

85

Thr Arg Tyr

-100

Thr Val
115

<210>

- <211>

<212>
<213>
- <220>
<223>
<400>

Thr

11
45
ADN
Nhén

Polynucleotit kh&ng CD100 VL CDR1

11

Ile

Trp

Asn

Ala

Lys

TyY

Val

tao

Ser.

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Cys
25

Lys
40

Thr
55

Leu
70

Leu
90

Gly
105

Ser

23676

Lys

Gln

Thr

Thr

Thr

Arg

Ala

Ser

Gly

Val

Ser

Pro

Gly

Asp I

Glu

Gly T

Glu

Ala

Glu

Asp

110

Ser

Ser

r Tyr

Ser

Ala

Trp

Phe

Leu

Asn

Ser

vVal

aaggccagcc aaagcgtgga ttatgatggc gatagctata tgaac

45

<210>
<211>
<212>
<213>"
<220>
<223>
<400>

12
21
ADN
Nhén

Polynucleotit khé&ng CD100 VL CDR2

12

tao

gctgcatcca atctggaaag c

21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

13
27
ADN
Nhan

Polynucleotit khang CD100 VL CDR3
13

tao

cagcaaagca atgaggatcc ctacacc

27

-124-

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyxr

80

Cys

Thr



<210> 14

<211> 15

<212> :PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Polypeptit khéng
<400> 14

Lys Ala Ser Gln Ser Val

1 5

<210> 15

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhé&n tao

<220>

<223> Polypeptit khéng

<400> 15

Ala Ala Ser Asn Leu Glu

1 5

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Polypeptit khéang
<400> 16

Gln Gln Ser Asn Glu Asp
1 5

<210> 17

<211> 111

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Polypeptit khéng
<400> 17

Asp Ile Val Met Thr Gln
1 5

Glu Arg Ala Thr Ile Asn
20 25

Gly Asp Ser Tyr Met Asn
35 40

23676

CD100 VL CDR1

Asp Tyr Asp Gly
' 10

CD100 VL CDR2

Ser

CD100 VL CDR3

Pro Tyr Thr

CD100 VL 2503
Ser Pro Asp Ser
10

Cys Lys Ala Ser

Trp Tyr Gln Gln

-125-

Asp Ser Tyr Met Asn
15

Leu Ala Val Ser Leu Gly
15

Gln Ser Val Asp Tyr Asp
30

Lys Pro Gly Gln Pro Pro
45



23676

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

<210> 18

<211> 111

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> Polypeptit khéng CD100 VL 67

<400> 18

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser
1 5 10

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp
20 25 30 '

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn
65 70 75

Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

<210> 19

<211> 354

<212> ADN

<213> ©Nhén tao

<220>

<223> Polynucleotit kh&ng CD100 VH 2503

<400> 19

caggtgcagc tggtgcagag cggcgctgag gtgaagaagc ctggcagcag
cgtgaaggtce 60

-126-

Pro

Ile

Ser

Lys

Leu
15
Tyr

Pro

Pro

Ilie.

Ser

Lys

Asp
Ser
80

Asn

Asp

Pro

Ala

His

80

Asn



23676

tcctgcaagg ctagcggcta cagcttcage
gagacaggcc 120

cctggccaag gcctggagtg gatgggccag
cgctagctac 180

aaccagaagt tcaagggcaa ggccaccatt
cacagcctac 240

atggagctga gcagcctgag aagcgaggac
cagatattac 300

tacggcagac acttcgatgt ctggggccaa
354

<210> 20

<211> 354

<212> ADN

<213> ©Nhén tao

<220> -

<223> Polynucleotit khé&ng CD100
<400> 20

caggtccagc tgcagcagtc tggacctgag
agtgaagata 60

tcctgcaagg cttctggtta ctcattcagt
gaagcaaagt 120

cctgaaaata gtcttgagtg gattggacag
tgctagctac 180

‘aaccagaagt tcaagggcaa ggccacatta
cacagcctac 240

atgcagctca agagcctgac atctgaagag
aagatattac 300

tacggtagac acttcgatgt ctggggccaa
354

<210> 21

<211> 333

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Polynucleotit khé&ng CD100
<400> 21

gacatcgtga tgacccagag cccagacagc

gagggccacc

60

-127-

gactactaca

attaatccta

accgtggaca

accgccgtgt

ggcaccacgg

VH 67

ctggtgaagc

gactactaca

attaatccta

actgtagata

tctgcagtct

gggaccacgg

VL 2503

ctggctgtga gcctgggcga

tgcactgggt

ccactggcgg

aaagcaccag

attactgtgc

tcaccgtctc

ctggggcttc

tgcactgggt

ccactggggg

aatcctccag

attactgtac

tcaccgtttce

ttca

ctca



23676

atcaactgca aggccagcca aagcgtggat
gaactggtac 120

cagcagaaac caggccagcc tcctaagctg
tctggaaagc 180

ggcgtgcctg acagattcag cggcagcggce
gaccatcagc 240

agcctgcagg ctgaagatgt ggcagtgtat
ggatccctac 300

accttcggcc aagggaccaa gctcgagatc
333

<210> 22

<211> 333

<212> ADN

<213> Nhé&n tao

<220>

<223> Polynucleotit khéng CD100
<400> 22

gacattgtga tgacccagtc tccagcttcet
gagggccacc 60

atctcctgca aggccagcca aagtgttgat
-gaactggtac 120

caacagaaac caggacagcc acccaaactc
tctagaatct 180

gggatcccag ccaggtttag tggcagtggg
caacatccat 240

cctgtggagg aggaggatgc tgcaacctat
ggatccgtac 300

acgttcggag gggggaccaa gctcgagatc
333

<210> 23

<211> 2586

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

atgaggatgt gcacccccat tagggggctg
gtttgggaca 60

gcgatggcat ttgcacccat accccggatc
gcacctggtg 120

-128-

tatgatggcg

ctgatttacg

agcggcacag

tactgtcagc

aaa

VL 67

ttggctgtgt

tatgatggtg

ctcatctatg

tctgggacag

tactgtcagc

aaa

ctcatggccc

acctgggagc

atagctatat

ctgcatccaa

atttcactct

aaagcaatga

ctctagggca

atagttatat

ctgcatccaa

acttcaccct

aaagtaatga

ttgcagtgat

acagagaggt



cagtttcatg
ggacaaggac

accttgtaca
catctccgag

aagcagcatg
tgcagaaaag

gggaaatcaa
actcagcgcc

acttcccttt
cctgaactta

acatccttta
ctttgaccca

gcacacagct
gtcgtataat

tttttgggaa
gaggacagaa

tatgcaatcc
ccgaaaaagc

ccagacagcc
ggtgtctgtg

gagtatgagt
caagggggac

cagggcggcec
ccgactcatc

tgctceccgge
cgtgctcagg

tccececgggece
gaacaacgtg

gggctgtcgg
ctcccacggg

aagtacatgc
ctataatggc

ccggtaccca
cgccaactac

agccagacat
180

taggtgcccg
240

aggtgtattg
300

aacagacaga
360

acgtgtgtgg
420

agtttctggg
480

acacatccgt
540

gtgaacccat
600

cttggctgaa
660

ccgacggcga
720

ttgtgttcag
780

tgaggacctt
840

cagacagcgg
900

tgaaggtgcc
960

cagtgtgcgce
1020

agagcaccac
1080

agccgcggcec
1140

23676

ctacaactac

ggaggcggtce

gaaggtctca

gtgcctcaac

gaccaacgca

gaaaaatgaa

catggttgat

catctcccga

cgagcctagt

ggatgacagg

ggtgctgatc

‘gcagaagaaa

cttggtctte

tgtgttctat

ctacaacctg

agtggagcag

tggagcgtgc

-129-

tcagccttygce

ttcgctgtga

gaagacaaaa

tacatccggg

ttccagcegg

gatggcaaag

ggagaacttt

aattcttccc

ttcgtgtttyg

gtctacttct

ccacggatag

tggacctcct

aatgtgctgce

gcactcttca

tccacagccg

tcccacacca

atcgacagcg

tgctgagcga

acgcactcaa

aagcaaaatg

tgctgcagcec

cctgtgacca

gaagatgtce

attcggggac

acagtcctcet

ctgacgtgat

tcttcacgga

caagagtgtg

tcctgaaage

gggatgtctt

ccccacaget

aggaggtctt

agtgggtgceg

aggcacgggc



accagctcct
ccctttgatg

gatgactcgg
tgtgaactac

acccagatcg
tgtcatgttt

gtcagcacag
tgttcacatc

atcgaggaga
gctgtcttca

aagaagggca
ggccccgcetg

gccttctgtg
cccectactge

gcctggagec
ccccagcagg

ggtttgattc
taaaggaagt

taccggcagce
ccaaaaatcc

aacctggccc
gagccccaag

tacggtctta
agacagtggg

gtgtaccagt
agtggtcgcc

aagcacgtcc
cttgtcagtt

gttcagacag
ccaagggtct

tctcccececcaa
tcctcecccaag

cctgcgecca
cccccecagcete

tgaatttgcc
1200

taaccccaat
1260

tggtggaccg
1320

accggggagc
1380

cccagctctt
1440

acaggtttgt
1500

ggaagcacgg
1560

cgcccacage
1620

aggagatgag
1680

attttttcaa
" 1740

gggtcttttg
1800

tgggcagaaa
1860

gcctgtcaga
1920

tggaagtgaa
1980

aaggtagtag
2040

ccccagcecgt
2100

ccggcacatc
2160

23676

agacaagacg
agacaacagg
gacccaggcc
tctgcacaaa
ccaggacﬁtt
ctatgctggc
cacctgcgag
gacctgcgtg
cggcgatgcet
gcacggtggc
gaagttccag
aaacttgctc
ggagagggtt
ggtggttcca
gattgccacc
gcaggccacc

ctgcgaacca

-130-

ctgcagttcg

cccaggttaa

ctggatggga

gccatcagcce

gagccagtcc

tctaactegg

gactgtgtgc

gctctgcacc

tctgtgtgcecce

acagcggaac

aatggcgtgt

'atcttcaact

aagaacaaaa

aagcccgtag

aaagtgttgg

tcctececgggg

aagatcgtca

ttaaagacca

tcaagaaaga

ctgtctatga

tcgagcacgce

agaccctgcet

gcgtggtcca

tggcgcggga

agaccgagag

cggataaaag

tgaaatgctc

tgaaggccga

tgtcagaagg

cggtcttcca

tggccccceac

tggcatccac

ccatcaccct

tcaacacggt
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35 40

-131-

cactcggaga aaaccatgta tcttaagtcc agcgacaacc gcctccteat
gtccctcttce 2220

ctcttettet ttgttctctt cctctgecte tttttctaca actgctataa
gggatacctg 2280

‘cccagacagt gcttgaaatt ccgctcggcc ctactaattg ggaagaagaa
gcccaagtca 2340

gatttctgtg accgtgagca gagcctgaag gagacgttag tagagccagg
gagcttctcc 2400

cagcagaatg gggagcaccc caagccagcc ctggacaccg gctatgagac
cgagcaagac 2460

accatcacca gcaaagtccc cacggatagg gaggactcac agaggatcga
cgacctttct 2520

gccagggaca agccctttga cgtcaagtgt gagctgaagt tcgctgactce
agacgcagat 2580

ggagac

2586

<210> 24

<211l> 13

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Peptit epitope of proteolipid protein PLP(139-151)
<400> 24

His Ser Leu Gly Lys Trp Leu Gly His Pro Asp Lys Phe

1 5 10

<210> 25

<211> 118

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Polypeptit khé&ng CD100 VH 76

<400> 25

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Ala Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

45



Gly
50

Tyr

Lys
65

Asp

Met
85

Gln

Ala
100

Arg

Leu Val

115

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ile Asn

Lys Ala
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